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Anotace 
 
Cílem této práce je realizovat měření membránového napětí s využitím napěťově 
citlivého barviva Di-4-ANEPPS a získaná data zpracovat a analyzovat. Práce obsahuje 
teoretický základ v podobě elektrofyziologie živočišných buněk, vysvětluje 
fluorescenci a popisuje flourescenční mikroskop. Dokument se z velké části věnuje 
charakterizaci a rozdělení napěťově citlivých barviv. Praktická část pojednává 
o jednotlivých komponentech nutných pro provedení experimentu jako je generátor 
stimulačních impulzů, vysokorychlostní kamera a její akvizice a popisuje samotný 
průběh experimentu. V závěru práce dojde k porovnání výsledků měření 
s teoretickými předpoklady.  
 
Klíčová slova 
 
Buněčná membrána, membránový potenciál, fluorescence, fluorescenční mikroskopie, 
napěťově citlivá barviva, rychle reagující sondy, di-4-ANEPPS 
 
 
Annotation 
 
The aim of this work is to realize measurements of membrane potential with voltage-
sensitive dye Di-4-ANEPPS and the data processed and analyzed. The work includes 
theoretical basis in the form of electrophysiology animal cells, explains fluorescence 
and describes the fluorescence microscope. The document is largely devoted 
to the characterization and distribution of voltage-sensitive dyes (VSD). The practical 
part deals with the various components necessary to perform the experiment as a pulse 
generator, high-speed camera and camera’s acquisition and describes experiment. 
The conclusion will be compared with results from theoretical assumptions. 
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1. Úvod 
 
Elektrické signály hrají klíčovou roli při řízení všech životně důležitých orgánů. 
Zajišťují rychlý přenos informací v celém organizmu, probíhají po vláknech buněk nervového 
systému i svalovými buňkami, kde spouštějí řetězec dějů, vedoucí k jejich kontrakci. Jsou 
zahrnuty v základních mechanizmech funkce smyslových a jiných orgánů.  
V posledních letech je předmětem zkoumání vliv elektrického pole na různé 
biologické systémy (buňky, tkáně, orgány, laboratorní zvířata i člověka). Tyto studie přispěly 
k vývoji řady klinických a terapeutických aplikací elektrického pole. Využití našly například 
při léčbě zlomenin, hojení ran, regeneraci nervů a jejich stimulaci. Elektrické pole se také 
využívá pro manipulaci s buňkami jako je elektroporace genů nebo léků a také  
pro elektrochemiterapii. S ohledem na tyto a další možné aplikace je důležité pochopit 
základní mechanismy interakce mezi elektrickým polem a buněčnými strukturami. Jeden  
ze základních a dobře popsaných účinků elektrického pole na buňku je změna elektrického 
potenciálu na membráně. 
 Pro sledování prostorové odchylky v membránovém potenciálu v závislosti  
na působení elektrického pole se ukázaly jako ideální nástroj fluorescenční napěťově citlivá 
barviva, která se váží na membránu a která budou využita v této diplomové práci. [17] 
 
 
Diplomová práce tedy teoreticky zpracovává problematiku měření membránového 
potenciálu pomocí napěťově citlivých barviv, poskytuje návrh řešení pro provedení reálného 
experimentu a jeho realizaci. Celá práce je rozdělena do sedmi kapitol.  
První část předkládá stručný náhled do elektrických jevů probíhajících na buněčné 
membráně a věnuje se elektrofyziologii živočišných excitabilních buněk. Popisuje stavbu 
membrány, klidové membránové napětí a vznik akčního potenciálu.  
V další části je charakterizována fluorescence, vysvětlen pojem fluorofor a zmíněno 
několik základních jevů, které během fluorescence nastávají, jako je například zhášení 
fluorescence nebo rezonanční přenos energie.  
Důležitou součástí práce je vysvětlení principu fluorescenční mikroskopie a popis 
jednotlivých prvků mikroskopu. Jelikož fluorescenční mikroskop bude v práci využit, jsou 
tyto základní znalosti zcela nezbytné.  
Navazující kapitola se celá zabývá potenciometrickými sondami, které jsou rozdělené 
na sondy s rychlou a sondy s pomalou odezvou. Uveden je přehled možností využití 
jednotlivých typů barviv. V praktické části bude použito barvivo di-4-ANEPPS, proto 
je samostatně a podrobněji rozebráno.  
Návrh řešení zadaného úkolu ale především jeho realizace a vyhodnocení je cílem této  
diplomové práce. Jednotlivé součásti potřebné k provedení experimentu jsou rozepsány 
v následujících kapitolách. Pozorování buněk umožní fluorescenční mikroskop. Generátor 
stimulačních impulzů a zároveň spouštěč kamery je sestaven v LabVIEW. Ovládání kamery, 
nastavení akvizice, expoziční čas a další umožňuje software SOLIS a závěrečná analýza 
a porovnání získaných dat je zautomatizováno v prostředí MATLAB. Jednotlivé programy 
jsou stručně představeny. Buněčný materiál a použité chemikálie jsou jmenovány 
a charakterizovány. V závěru práce jsou předložena naměřená a zpracovaná data v komparaci 
s teoretickými předpoklady.  
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2. Fyziologický základ 
2. 1 Struktura a vlastnosti buněčné membrány 
 
Z elektrického hlediska není podstatné zabývat se buňkou a jejími vnitřními 
strukturami a organelami. Podstatná je zde buněčná membrána, kterou lze zjednodušeně 
popsat jako dielektrickou vrstvu obklopenou elektrolyty, kde jeden elektrolyt představuje 
cytoplazma a druhým je vnější prostředí buňky.  
Buněčná membrána je tvořena fosfolipidovou dvojvrstvou. Je to tenká elektricky 
nevodivá vrstva, v níž jsou zabudovány makromolekuly proteinů. Fosfolipidy jsou 
orientovány hydrofilní částí molekuly směrem ven a hydrofóbní uhlíkové řetězce pak tvoří 
vnitřní část membrány. Jelikož membrána odděluje intracelulární prostředí buňky  
od extracelulárního, její zásadní funkce je transport látek a to především pomocí proteinů 
integrovaných ve struktuře fosfolipidové dvojvrstvy. Přenos iontů přes membránu probíhá 
díky specializovaným proteinům tzv. kanálům a přenašečům. Komunikace mezi jednotlivými 
buňka je možná díky změnám membránového potenciálu. [10] 
Experimenty na přírodních buněčných membránách sebou přináší spoustu problémů, 
ať už během přípravy vzorků, tak i během měření. Proto byly již v letech 1960 vyvinuty 
syntetické lipidové dvojvrstvy, které jsou zjednodušenými ekvivalenty biologických membrán 
a pomáhají lépe pochopit membránové proteiny a umožňují provádění screeningu léčiv. 
V této práci jsou však k experimentům použité živé buňky. [32] 
 
 
 
 
 
Obrázek 1: Model struktury buněčné membrány, převzato z [10] 
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2. 2 Klidové membránové napětí 
 
Každá buňka má membránové napětí (Um), které je způsobené nerovnoměrným 
rozložením iontů vně a uvnitř buňky. Membránové napětí u buňky v ustáleném stavu 
označujeme jako klidové membránové napětí (Umk), které se u živočišných buněk pohybuje 
v rozmezí –90 mV až –50 mV (u nervových buněk se jako průměrná hodnota udává –70 mV, 
u buněk srdečního svalu –90 mV). Záporné hodnoty značí záporný elektrický potenciál 
vnitřního prostředí buňky vzhledem k jejímu vnějšímu okolí. Bylo dokonce zjištěno,  
že některé typy neuronových buněk fluktuují mezi dvěma stavy klidového membránového 
napětí a to pod anestetiky nebo při klidné bdělosti. Tyto stavy se nazývají up-stav a down-stav 
a modifikují odpověď neuronů na smyslové podněty. V down-stavu jsou neurony relativně 
hyperpolarizované (–75 až –85 mV), zatímco v up-stavu neuronů se membránové napětí blíží 
prahu pro vznik akčního potenciálu (mezi –65 a –50 mV). Tento bistabilní stav  
je pozorovatelný spíše v základní úrovni neuronů, než u složitějších neuronových sítí. [33] 
Nejvýznamnější faktorem utvářejícím membránové napětí je činnost sodíkodraslíkové 
pumpy (Na/K pumpy). Je to přenašečový systém, který s využitím energie získané hydrolýzou 
molekuly ATP vytěsňuje Na-ionty z buňky výměnou za K-ionty a tím zajišťuje rozdílné 
koncentrace obou zúčastněných iontů v intracelulárním a extracelulárním prostředí. Platí 
[Na+]e>>[Na
+]i , [K
+]e<<[K
+]i. Kromě chemického (koncentračního) gradientu tedy tato 
pumpa vytváří i gradient elektrický, souhrnně elektrochemický gradient. Ve výsledku  
je v intracelulárním prostředí koncentrace K+ 35krát vyšší a koncentrace Na+ 20krát nižší než  
v extracelulárním prostředí (Silbernagl a Despopoulos, 1993), dochází k rozdílnému rozložení 
i dalších iontů a to Cl- a Ca2+, kdy [Ca+]e>>[Ca
+]i , [Cl
-]e>>[Cl
-]i . Rovnovážné napětí závisí 
na poměru koncentrací jednotlivých iontů v obou prostředích a je vyjádřeno Nernstovým 
vzorcem:  
i
Z
e
Z
x
X
X
zF
RT
U
][
][
ln= ,                         (1) 
 
kde R je plynová konstanta (8, 314 J·mol-1K-1), T absolutní teplota, z počet elementárních 
nábojů a F Faradayův náboj (96 485 C·mol-1).  
Klidové i akční membránové napětí charakterizuje Goldmanova rovnice. Vyjadřuje,  
že rovnováha, stav kdy je celkový proud procházející membránou nulový, závisí 
na koncentraci a relativní membránové propustnosti zásadních iontů tvořících membránové 
napětí.  
 
iCliNaiK
eCleNaeK
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ClPNaPKP
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−++
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=
,            (2) 
 
kde Umr je klidové membránové napětí, R molární plynová konstanta, F Faradayova
 
konstanta, [X]e extracelulární a [X]i intracelulární koncentrace iontu X, PX membránová 
propustnost iontu X.  
Klidové membránové napětí vykazují všechny buňky, ale pouze buňky excitabilní 
(nervové, svalové) umějí reagovat na elektrický podnět změnou propustnosti pro ionty. [5], 
[10], [15] 
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2. 3 Akční napětí 
 
Akční napětí (Ump) vzniká pouze na excitabilních buňkách, které jsou schopné 
generovat elektrické impulsy. Mezi excitabilní buňky patří buňky nervové a svalové (hladké, 
příčně-pruhované a srdeční svalstvo). Pro vznik akčního napětí je nezbytné, aby došlo 
k dostatečně silnému podráždění, které překročí určitou prahovou hodnotu tzv. prahové 
napětí. Příčinou této náhlé změny je otevření sodíkových kanálů, díky čemuž dojde  
k rychlému vtékání sodíkových iontů (Na+) dovnitř buňky. Zahájí se tak depolarizace 
membrány, kdy šíření podráždění probíhá zcela spontánně, díky mechanismu kladné zpětné 
vazby.  
Po krátkém období akčního potenciálu se draslíkové ionty začnou pohybovat opačným 
směrem a dochází tak k repolarizaci, která přechází až v hyperpolarizaci. Do původního stavu 
se ionty dostávají díky sodíkodraslíkové pumpě, která při současném spotřebovávání energie 
z ATP přenese sodíkové ionty ven a draslíkové ionty zpátky dovnitř buňky.  
 
 
Obrázek 2: Membránového napětí po skončení depolarizačního impulsu, převzato z [10] 
 
 
Průběhy akčního napětí se u jednotlivých typů buněk liší. V zásadě ale mají obdobné 
fáze, čili depolarizaci, repolarizaci a hyperpolarizaci. Průběh akčního napětí u srdečních 
buněk je tedy zahájen depolarizací, následuje krátká a rychlá repolarizace, která je způsobena 
inaktivací Na+ kanálů a krátkodobým otevřením specifických K+ kanálů. Navazuje typická 
fáze myokardu tzv. fáze plató. Hodnota zůstává pozitivní po dobu cca 200 ms. Proud kationtů 
procházejících přes membránu je vyrovnaný v obou směrech. Z buňky proudí K+ ionty,  
do buňky proudí Ca
2+ 
ionty. To je umožněno díky otevření specifických Ca
2+ 
kanálů. 
Konečnou fází je repolarizace, kdy převažuje proud iontů ven z buňky. Toto je způsobeno 
inaktivací Ca
2+ 
kanálů, což má za následek pokles membránového potenciálu do záporných 
hodnot. [5], [10], [15] 
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Obrázek 3: Průběh akčního potenciálu na srdeční buňce 
 
2.4 Měření membránového napětí 
  
V současnosti se využívá několik technik pro měření membránového potenciálu. 
Spadají do dvou hlavních kategorií: elektrofyziologický záznam a zobrazování pomocí barviv. 
Elektrofyziologický záznam je běžně získáván buď pomocí intracelulární 'sharp' 
mikroelektrody nebo metodou patch clamp. K dosažení intracelulárního záznamu je nutné, 
aby byla skleněná mikroelektroda zaváděna do buňky pod mikroskopickou kontrolou pomocí 
mikromanipulátoru a navázala přímý kontakt s cytoplazmou, zatímco další elektroda  
je ponořena do roztoku v okolí buňky. Rozdíl potenciálu mezi těmito dvěma elektrodami  
je hledané membránové napětí. Sharp mikroelektrody mají velmi malý průměr v řádech 
desítek nanometrů, aby se minimalizovalo poškození membrány při zavedení. Hlavním 
problémem při měření membránových napětí je získání elektrického kontaktu  
s intracelulárním prostředím bez funkčního poškození buňky. 
 Při metodě patch clamp nedochází k proniknutí mikroelektrody skrz membránu, ale 
pouze k dotyku. Vlivem podtlaku zavedeného přes mikroelektrodu se membrána vchlípí  
do mikroelektrody a přilne ke stěnám. Pokud dojde dalším zvýšením podtlaku k porušení 
membrány uvnitř kapiláry, dojde k přímému kontaktu mikroelektrody s nitrem buňky. 
Existuje několik způsobů realizace metody patch clamp. 
Obě techniky jsou značně a úspěšně používány pro měření membránového napětí, 
mají však několik přirozených omezení. Většina systémů je navržena tak, aby získávala data 
pouze z jediné buňky v čase, a proto je měření pracné s nízkou výtěžností. Měření na jedné 
buňce není schopno poskytnout informace o prostorové dynamice změn membránového 
napětí v populaci buněk, ani není schopno odrážet vliv změny napětí jedné buňky na změny 
napětí u buněk v jejím okolí. Elektrofyziologické metody neposkytují informace za delší 
časový úsek, protože experimenty probíhají několik minut, maximálně hodin. 
 Jiný přístup k měření membránového potenciálu je použití napěťově citlivých 
fluorescenčních barviv. Některá barviva fungují prostřednictvím elektrochromního účinku, 
kdy dochází ke změnám spekter barviv se změnou elektrického pole na membráně, dalším 
typem jsou barviva elektroforetická, kde dochází k distribuci barviva na membráně 
sensitivitou na napětí. Tyto změny lze opticky detekovat, což umožňuje snadné použití, 
simultánní sledování mnoha buněk a mnoha regionů a zároveň je možné zjistit prostorové 
rozdíly na povrchu jediné buňky. Napěťově citlivá barviva také usnadňují a vlastně  
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i umožňují měřit membránové napětí na malých buňkách, kam se nelze mikroelektrodou 
dostat. Hlavním problémem optického měření je obtížná kalibrace barviva a tím 
komplikované získávání absolutní hodnoty membránového napětí. Výsledky se počítají  
z rozdílu bazální fluorescence a naměřené fluorescence během experimentu. Jsou vyjádřeny 
procentuálně a převedeny na odhadovaný membránový potenciál pomocí udávané citlivosti 
barviva. Zobrazení pomocí fluorescenčního rezonančního přenosu mezi mobilním napěťově 
citlivým barvivem a membránovou vazbou na fluorofor může zvýšit senzitivitu napětí a snížit 
experimentální chyby měření. [26], [27], [28] 
 
3. Fluorescence  
 
Fluorescence se řadí mezi tzv. luminiscenční jevy. Luminiscence je emise světelného 
záření vyvolaného světlem, teplem, chemickou reakcí, nebo mechanickým namáháním. 
Luminiscence vybuzená světelným zářením z oblasti viditelného světla popřípadě 
ultrafialového světla se dále dělí na fluorescenci a fosforescenci. K fluorescenci dochází 
pouze při dodávání energie, čili při ozařování excitačním zářením. Po ukončení ozařování 
fluorescence velmi rychle ustává. Fosforescence je trvalejšího charakteru než fluorescence. 
Liší se tedy jejich délky dohasínání.  
Doba dohasínání se definuje jako průměrný čas molekuly strávený v excitovaném 
stavu, z něhož dochází k emisi. Při fosforescenci je doba dohasínání delší než 10
-8 
s a 
přetrvává i po ukončení dodávky excitačního světla. Doba dohasínání fluorescence trvá 
přibližně 10
-8 
s a emise záření mizí s ukončením budícího impulsu.  
Fluorescence ze vzorku vyzařuje všemi směry bez ohledu na směr přicházejícího 
excitačního záření. Intenzita excitačního záření je několika set tisíckrát až milionkrát vyšší 
než intenzita emitovaného záření. Vlnovou délku fluorescence popisuje Stokesův zákon, který 
říká, že vlnová délka luminiscenční emise při fotoluminiscenci je větší nebo rovna vlnové 
délce excitačního světla (λem ≥ λex). Emitované záření má větší vlnovou délku a tudíž nižší 
energii podle vzorce:  
 E = h. c/λ,                                   (3) 
 
kde h je Plancova konstanta, c je rychlost světla a λ je vlnová délka. [9], [13] 
 
3. 1 Jablonského diagram 
  
Pro hlubší pochopení fluorescence slouží Jablonského energetický diagram, který 
popisuje jednotlivé energetické hladiny a možné přechody mezi nimi. Alexander Jablonski je 
považován za otce fluorescenční spektroskopie. Jeho diagram často slouží jako výchozí bod 
pro porozumění absorpce a emise světla.  
 Dodáním excitačního světla se elektrony dostávají ze singletního rovnovážného stavu 
S0 do excitovaných singletních stavů S1, nebo S2, další možností je, že elektrony dosáhnou 
triplexního stavu T1. Jablonského diagram je zde uveden v názorné formě s minimem 
energetických hladin. K deexcitaci molekuly dochází buď zářivými přechody (fluorescence, 
fosforescence) nebo nezářivými přechody (vnitřní konverze-přechod pouze mezi singletními 
stavy, případně přechod pouze mezi triplexními stavy, mezisystémová konverze-ISC, vibrační 
relaxace). Fluorescence je tedy spinově dovolený zářivý přechod, protože nedošlo ke změně 
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orientace elektronového spinu. Probíhá obvykle z rovnovážné vibrační hladiny stavu S1  
do některé z vibračních hladin základního stavu S0. Fosforescence je popsána jako spinově 
zakázaný zářivý přechod, u kterého došlo ke změně orientace spinu a probíhá z vyšší 
energetické hladiny T1 do energeticky nižšího stavu o rozdílné multiplicitě S0. [9], [14] 
 
 
Obrázek 4: Jabloského zjednodušený diagram, převzato z 
http://www.jergym.hiedu.cz/~canovm/barva/a/f.html 
 
3. 2 Fluorofor 
 
Fluoreskující látka (fluorofor nebo také fluorochrom) je schopná pohltit excitační 
záření a vyzářit emitující záření. Při působení budícího záření dojde k excitaci elektronů  
do vyšší energetické hladiny. Při jejich návratu do nižších energetických hladin dochází 
k vyzařování emitovaného záření, tzv. fluorescenci. Fluorescence se velice často vyskytuje  
u aromatických molekul, typickými představiteli jsou chinin, rhodamin a fluorescein.  
Fluorofory se dělí do dvou typů: vlastní a nevlastní. První typ tzv. vlastní fluorofory 
jsou schopné autofluorescence. Není potřeba buňky barvit, protože fluorofor je jejich součástí 
(mitochondrie, chlorofyl, kolagen, elastin). Důležitými vlastními fluorofory jsou proteiny, 
především aromatické aminokyseliny tryptofan (Try), tyrozin (Tyr) a fenylalanin (Phe). Jejich 
absorpční pás leží mezi 240 a 300 nm, emise je v UV oblasti.  
Nevlastní fluorofory jsou ke zkoumanému vzorku přidávány a váží se na pozorované 
buněčné struktury (DAPI, propidium jodid a ethidium bromid se váží na DNA a RNA). Pokud 
se na něj váží kovalentně, nazývají se fluorescenční značky, pokud se váží nekovalentně jedná 
se o fluorescenční sondy. Nevlastní fluorofory se rozdělují do dvou skupin, na látky, jejichž 
kvantový výtěžek fluorescence se nemění po jejich zavedení do biologického systému  
a na látky, jejichž kvantový výtěžek fluorescence se výrazně změní při vazbě na buněčné 
struktury a závisí na bezprostředním okolí fluoroforu.  
Málokterá buněčná struktura však má svůj specifický fluorofor, který by se na ni 
specificky vázal, proto se často využívá imunofluorescence. Imunofluorescence je možné 
dosáhnout několika způsoby. Jedním z nich je například princip přímé fluoresce, který je 
založen na tom, že lze vyrobit protilátku, která se specificky váže na téměř jakýkoli druh 
molekuly. Na vyrobenou protilátku se naváže kovalentní vazbou fluorochrom. Výsledkem je 
fluoreskující molekula, schopná se specificky navázat na zkoumaný vzorek.  
Negativní vlastností každého fluorochromu je tzv. photobleaching neboli 
fotovybělování, kdy ve fluoroforech po jejich intenzivním ozáření dojde k nevratným 
změnám struktury a tím ke ztrátě schopnosti absorpce a emise světla. Tento jev často omezuje 
možnost použití intenzivnějšího buzení fluorescence. Tento problém se v praxi řeší využitím 
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clon vpouštějících do objektu excitační světlo pouze při expozici a co nejcitlivějších kamer 
nebo fotonásobičů. Standardní součástí fluorescenční mikroskopie je dnes i software  
pro obrazovou analýzu, který umožňuje zpracovávat obrazový výstup kvantitativním  
i kvalitativním způsobem.  
 
Obrázek 5: Excitační a emisní maxima některých fluoroforů, převzato z [1]  
 
Každý fluorofor má specifická spektra vlnových délek, ve kterých k fluorescenci 
dochází. Příklady některých fluoroforů jsou uvedeny na obrázku 5. Pro každý fluorofor jsou 
uvedeny charakteristické vlnové délky excitace a emise. DAPI je barvivo, které interkaluje  
do struktury DNA. GFP je zelený fluorescenční protein při ozáření modrým světlem, emituje 
zelené světlo. Je využíván například jako tzv. reportérový gen pro vizualizaci exprese 
proteinů. FITC je fluorescein isothiokyanát. Velice oblíbený fluorofor snadno kovalentně 
modifikující např. protilátky. Ostatní fluorofory jsou vyvinuté speciálně pro fluorescenční 
mikroskopii. Jsou vysoce fotostabilní a mají vysokou účinnost fluorescence. [1], [13] 
 
3. 3 Spektrální charakteristiky fluorescence 
 
Každá fluorescenční látka má svá charakteristická excitační a emisní pásma. Mezi 
základní spektrální charakteristiky se řadí energie, frekvence, vlnočet, vlnová délka. Excitační 
spektrum je závislost intenzity fluorescence na vlnové délce (nebo energii, vlnočtu,  
či frekvenci) při konstantní vlnové délce emitovaného záření. Emisní spektrum je závislost 
intenzity fluorescence na vlnové délce (nebo energii, vlnočtu, či frekvenci) při konstantní 
vlnové délce budícího záření.  
Excitační pás dosahuje nižších vlnových délek než emisní pás. Excitační pásmo 
popisuje rozsah vlnových délek, které nejvíce ovlivňují excitaci dané látky a má svoje 
excitační maximum. Obdobně je charakterizováno i emisní pásmo svou šířkou a maximem.  
Důležitou vlastností je nezávislost relativního tvaru emisního spektra na použité 
excitační vlnové délce, tzv. Kashovo pravidlo. Při použití vlnové délky odpovídající maximu 
excitačního světla, dojde k vybuzení fluorescence o maximální intenzitě. Při použití jiné 
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vlnové délky z excitačního pásma se tvar křivky nezmění, ale dojde ke snížení intenzity 
fluorescence. [9] 
 
 
Obrázek 6: Absorpční a emisní spektra di-8-ANEPPS, převzato z [12] 
 
3. 4 Vlastnosti fluorescence 
3. 4. 1 Zákon zrcadlové symetrie mezi absorpčním a emisním spektrem 
 
Mezi absorpčním i fluorescenčním pásmem platí zákon zrcadlové symetrie, který říká, 
že absorpce i emise z odpovídajících si vibračních hladin mají stejnou relativní 
pravděpodobnost. Většina absorbujících i emitujících molekul se nachází v rovnovážném 
vibračním stavu. Vibrační struktura základního i excitovaného stavu je stejná. Po dodání 
energie přechází elektron z rovnovážné vibrační hladiny stavu S0 na vyšší vibrační hladinu 
stavu S1, kde ihned dochází k rychlé vibrační relaxaci na rovnovážnou vibrační hladinu stavu 
S1 (v čase 10
-12
-10
-13
 s). Až poté následuje zářivý přechod na vibrační hladinu S0, opět 
nejdříve na vyšší vibrační hladinu stavu S0, a pak díky vibrační relaxaci na výslednou 
rovnovážnou hladinu S0. Pravidlo zrcadlové symetrie neplatí pro všechny molekuly obvykle 
důsledkem rozdílného geometrického uspořádání atomových jader v excitovaném stavu oproti 
uspořádání ve stavu základním.  
Rozdíl energie mezi absorpčním a emisním maximem se nazývá Stokesův posuv. 
K energetickým ztrátám dochází především nezářivými procesy (především relaxací vibrační 
energie).  
 
 
 15 
3. 4. 2 Kvantový výtěžek fluorescence 
 
Kvantový výtěžek je jakousi mírou účinnosti fluorescence a definuje se jako poměr 
mezi emitovanými fotony a celkovým počtem excitovaných fotonů. Maximální hodnota 
kvantového výtěžku může být 1 za předpokladu, že všechny molekuly, které byly excitovány 
do stavu S1, se vrátí do původního stavu vyzářením kvanta elektromagnetického záření. 
Kvantový výtěžek ȍNY je popsán rovnicí: 
 1kv ≤==
exex
em
I
F
N
N
φ ,                     (4) 
kde 1em je počet emitovaných fotonů, 1ex je počet excitujících fotonů, ,ex je intenzita 
excitujícího záření a )je intenzita fluorescence. Kvantový výtěžek závisí nepřímo na teplotě, 
kvůli samozhášení od určité koncentrace na koncentraci a na přítomnosti cizích iontů  
a molekul. Kvantový výtěžek je nezávislý na vlnové délce, pokud se excitační a emisní 
spektra nepřekrývají. [6], [9] 
 
3. 4. 3 Zhášení fluorescence 
 
Zhášení fluorescence lze definovat jako bimolekulární proces, který snižuje kvantový 
výtěžek fluorescence beze změny fluorescenčního emisního spektra. Může být důsledkem 
různých procesů např. reakce excitovaného stavu, molekulárního přeskupení, přenosu energie, 
tvorby komplexu v základním stavu nebo srážkového zhášení. Vždycky však funguje pouze 
tehdy, když jsou fluorofor a zhášeč v kontaktu nebo jsou od sebe vzdáleny méně, než jsou 
rozměry buňky. Udávají se dva typy srážkového zhášení dynamické a statické.  
Dynamické zhášení nastává, když je fluorofor v excitovaném stavu deaktivován  
při srážce s molekulou zhášedla. Molekula zhášela musí k fluoroforu difundovat během jeho 
excitace a po srážce dojde k návratu do základní energetické hladiny bez emise záření. 
Molekuly nejsou při tomto procesu chemicky změněny.  
Při statickém zhášení ke změně chemické struktury dochází, protože se po kontaktu 
fluoroforu a zhášedla vytváří nefluorescenční komplex. Zhášení je závislé na teplotě.  
Při vyšších teplotách dochází k rychlejší difuzi a k většímu množství dynamického zhášení.  
Za vyšších teplot také dochází ke snadnější disociaci komplexů typických pro statické zhášení  
a tím tedy ke snížení výskytu tohoto typu zhášení.  
Jako zhášedlo může posloužit mnoho různých látek. Běžně se využívá molekulární 
kyslík, aromatické a alifatické aminy, různé těžké prvky jako třeba I2 nebo Br2 nebo některé 
heterocyklické sloučeniny na bázi dusíku.  
Samozhášení je zhášení fluoroforu jím samotným a nastává při jeho vysokých 
koncentracích nebo při vysoké denzitě značení. Dochází tak ke srážkám excitovaných 
molekul fluorescenční látky s ostatními molekulami. [3] 
 
3. 4. 4 Rezonanční přenos energie 
 
Tento typ přenosu energie je silně závislý na vzdálenosti molekul donoru a akceptoru. 
Při procesu dochází k přenosu energie z excitovaného fluoroforu (donoru) na molekuly 
zhášedla (akceptoru). Tento jev se podobá zhášení. Důležitým rozdílem je, že zatímco  
k zhášení dochází v důsledku interakcí fluoroforu a zhášeče na krátkou vzdálenost (dojde 
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k přímému kontaktu, srážce), k přenosu energie dochází dipólovými interakcemi na delší 
vzdálenosti, tzv. interakce prostorem.  
Rezonanční přenos energie probíhá dvěma mechanismy a to zářivým a nezářivým. 
Zářivý přenos energie probíhá tak, že excitovaná molekula donoru emituje záření, které 
absorbuje molekula akceptoru. Dojde tedy k výměně fotonu.  
K nezářivému přenosu energie (FRET) dochází, když ve směsi různých molekul 
absorbují energii pouze molekuly donoru, avšak do excitovaného stavu se dostávají molekuly 
akceptoru. Podmínkou je, že se absorpční spektrum akceptoru musí překrývat s emisním 
spektrem donoru. Donor (fluorofor) neemituje žádné záření. Excitovaný akceptor tedy vyzáří 
energii, kterou původně absorboval donor. K výměně fotonu nedochází.  
Rychlostní konstanta přenosu energie je závislá na rozsahu překrytí emisního spektra 
donoru a absorpčního spektra akceptoru, kvantovém výtěžku donoru, vzájemné orientaci 
přechodových dipól momentů donoru a akceptoru a na vzdálenosti mezi donorem  
a akceptorem. Účinnost přenosu energie je dána poměrným množstvím fotonů, které jsou 
absorbovány donorem a následně vyzářeny akceptorem. Na základě úbytku intenzity 
fluorescence za přítomnosti akceptoru, lze pomocí výpočtu zjistit účinnost přenosu a také 
vzdálenost donoru od akceptoru.  
D
DA
F
F
E −=1 ,                                  (5) 
kde FDA představuje intenzitu fluorescence donoru za přítomnosti akceptoru a FD intenzitu 
fluorescence donoru za nepřítomnosti akceptoru. Účinnost přenosu energie se stanovuje 
pomocí třech stacionárních metod.  
 
1. Pokles fluorescence donoru.  
Při přenosu dojde k poklesu kvantového výtěžku donoru. Proto může být účinnost 
zjištěna porovnáním kvantového výtěžku donoru za a bez přítomnosti akceptoru.  
2. Porovnání absorpčního a excitačního spektra.  
V případě úplného přenosu (E = 1) jsou tato dvě spektra identická. Pokud je hodnota E 
nižší než 1, excitační pás odpovídající donoru je relativně nižší než absorpční pás.  
Pro porovnání absorpčního a excitačního spektra je nejvýhodnější provést měření  
při dvou vlnových délkách odpovídajících absorpčním maximům donoru a akceptoru.  
3. Zvýšení fluorescence akceptoru.  
Intenzita fluorescence akceptoru se v případě přenosu energie zvýší. Porovnáním 
intenzity fluorescence bez přítomnosti přenosu lze tedy opět zjistit účinnost.  
 Využitelnost této metody je široká, protože ji lze aplikovat na všechny molekuly,  
u kterých lze některé jejich buněčné složky označit fluorescenčními barvivy, fluorescenčními 
protilátkami nebo fluorescenčními proteiny. FRET pomáhá při zkoumání a kvantifikování 
interakcí mezi molekulami-například při stanovování intramolekulární a mezimolekulární 
vzdálenosti, při tvorbě proteinových komplexů, při zkoumání funkce protein-proteinového 
receptoru, je přítomný u membránové dynamiky a u prostorových vztahů jako je sledování 
konformačních změn proteinů. [8], [20] 
 Příklady fluoroforů tvořící páry pro FRET jsou například GFP a jeho deriváty, nebo 
cyaninové barvy. Díky jeho nízké závislosti na okolním prostředí, dobré kontrolovatelnosti 
jeho parametrů a poměrně širokému rozsahu přenosu, může být využit i pro vytvoření 
komunikačního kanálu v řádech nanometrů.[6], [7], [20] 
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4. Fluorescenční mikroskopie 
  
Fluorescenční mikroskopie je jedním ze základních nástrojů využívaných v oblasti 
biologie a biomedicíny. Umožňuje pozorování objektů, které tradiční optické mikroskopické 
metody nezobrazí. Fluorescenční mikroskopie je klíčovou technikou pro klinickou 
diagnostiku (např. v imunologii, patologii, mikrobiologii a v cytogenetice) a pro výzkumné 
prostředí, důležitá je také při identifikaci fluorescenčních materiálů, kontaminátů a nečistot  
v materiálech v nauce o materiálech, v geologii, kontrole polovodičů a v ochraně životního 
prostředí. Díky schopnosti fluorescence některých vzorků lze s vysokou mírou specificity 
identifikovat buňky ale i submikroskopické buněčné komponenty umístěné 
v nefluorescenčním materiálu. Využívá se ke specifickému označení molekul ve tkáni 
(proteiny, lipidy, sacharidy), ke zviditelnění některých struktur (jádro, cytoskelet),  
k imunofluorescenci a dále například k nalezení určitých sekvencí v DNA či v RNA. 
Umožňuje pozorování živých buněk bez nutnosti jejich destrukce.  
 Fluorescenční mikroskopii lze provádět na většině mikroskopů, vzpřímených, 
inverzních, polarizačních nebo na stereo-mikroskopech s odpovídajícím osvětlením a s filtry. 
Rozlišení při fluorescenčním zobrazování se zvyšuje použitím konfokální mikroskopie, 
protože dochází k vyloučení světla z roviny nad a pod zaostřenou rovinou a tím k redukci 
rozmazání obrazu.  
 
Obrázek 7: Fluorescenční mikroskop, převzato z 
http://www.microscopyu.com/articles/fluorescence/fluorescenceintro.html 
 
 Fluorescenční mikroskopie je možná dvěma způsoby. Diafluorescence  
je charakteristická tím, že světlo vzorek osvětluje zespodu jako u klasické světelné 
mikroskopie. Pro osvětlení preparátu se však nepoužívá klasický kondenzor, ale kondenzor 
nástinový, který odráží světlo tak, že dopadá na preparát zboku. Procházející excitační světlo 
tak letí mimo objektiv a do objektivu se dostane emitovaná fluorescence. Metoda  
v procházejícím světle (diafluorescence) se už téměř nepoužívá.  
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Fluorescenční mikroskopie se běžně provádí v dopadajícím světle (epifluorescence).  
U tohoto typu mikroskopu prochází excitační světlo objektivem, dopadá na preparát svrchu  
a emisní světlo se vrací zpět do objektivu. Objektivy se vyrábějí ze speciálních druhů skla, 
obsahujících fluorit. Také je potřeba použít zvláštní typ zrcadla, které odráží excitační světlo 
do objektivu a propouští emisní světlo do okuláru. Používá se speciální dichroické zrcadlo, 
které propouští i odráží světlo v závislosti na jeho vlnové délce. Ideální je takové zrcadlo, 
které maximum excitačního světa odrazí a maximum emisního světla propustí.  
Běžným zdrojem excitačního záření jsou vysokotlaká rtuťová (Hg) výbojka, xenonová 
(Xe) výbojka v lampové skříňce, rtuťově-xenonová (Hg-Xe) oblouková lampa a křemíko-
wolframová halogenová (QTH) lampa. Všechny výše popsané zdroje kromě Hg výbojky, jsou 
stabilní vysoce výkonné zdroje světle se spojitým pokrývajícím požadovaný rozsah (400-
700nm). Také byla zahájena výroba vysoce výkonných LED diod a laserových diod s širokým 
rozsahem vlnových délek a o samozřejmě i v pásmu, které je využitelné pro fluorescenční 
zobrazování. [25] 
Záření prochází ve směru kolmém na optickou osu mikroskopu přes excitační filtr, 
který je uzpůsobený k tomu, aby propouštěl jen záření o vlnové délce potřebné k excitaci 
fluorescence u pozorovaného vzorku a zabraňoval průchodu světla, které by vytvářelo pozadí. 
Excitační světlo dopadá na polopropustné dichroické zrcadlo, kde je odraženo a přes objektiv 
dopadá na zkoumaný vzorek. Objektiv zde slouží jako kondenzor. U vzorku schopného 
fluorescence (tzv. fluorofor) tak excitační světlo fluorescenci vybudí. Toto fluorescenční 
záření putuje zpátky přes objektiv do dichroického zrcadla, které ale tentokrát směrem 
k okulárům propustí jen záření delší vlnové délky, než jakou mělo záření excitační. Všechno 
zbylé excitační záření je pohlceno bariérovým (závěrným) filtrem, díky tomu je v okulárech 
viditelný pouze fluorescenční obraz.  
Oba filtry a zrcadlo jsou vloženy do jednoho tělesa tvaru kostky tzv. fluorescenčního 
filtru a leží v optické ose mikroskopu. Vhodná kombinace dichroického zrcadla, excitačního  
a emisního filtru pro použitý druh fluoroforu je základem úspěšného pozorování 
fluorescenčním mikroskopem. Kostky jsou umístěny na výměníku a je možné je vyměňovat 
podle potřeby. Fluorescenční filtry se obvykle přiřazují k fluoroforům a jejich kombinace lze 
nalézt v tabulkách. Filtry, vyřazující anebo propouštějící světlo vybraných vlnových délek, 
optimalizují fluorescenci a snižují nežádoucí „šum pozadí“.  
 
 
 
Obrázek 8: Fluorescenční filtr, převzato z [13] 
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Optické části mikroskopů nesmí mít výraznou vlastní fluorescenci ani fluorescenční 
záření výrazně pohlcovat.  
Do mikroskopu jsou zabudovány systémy, které umožňují získat hodnotnější 
informace ze zkoumaného vzorku. Jedním z důležitých prvků je zařízení k potlačení úrovně 
šumu tzv. Noise terminátor. Poměr signál šum je velice důležitý pojmem při přenosu 
jakékoliv informace. Proto hraje zásadní roli i ve fluorescenční mikroskopii, kde dochází 
k přenosu informace optickou cestou. Šum je způsoben rozptýleným světlem,  
ve fluorescenční mikroskopii převážně světlem odráženým od vnitřních stěn tělesa 
fluorescenčního filtru. Terminátor šumu odvádí toto rozptýlené světlo z dráhy v optické ose 
mikroskopu do lapače paprsků v otočném tělese nosiče filtrů. Tak se významně sníží hladina 
šumu. Dalším zlepšujícím prvkem může být zařízení pro vyrovnání excitace. Při pozorování 
vícenásobně barvených fluorescenčních vzorků je výhodné, lze-li snadno měnit vlnovou délku 
excitačního záření bez nutnosti výměny fluorescenčního filtru. Spektrální intenzitu každé  
z vlnových délek budícího záření při použití vícepásmového filtru lze měnit nastavením 
polohy vyrovnávače nasunutého do optické dráhy excitačního záření. [13] 
 
5. Napěťově citlivé sondy 
 
Napěťově citlivé sondy se řadí do širší skupiny fluorescenčních sond. Fluorescenční 
sondy jsou nevlastní fluorofory, které se ke sledované struktuře nekovalentně vážou a často 
přitom mění své fluorescenční vlastnosti. Fluorescenční sondy jsou samy v roztoku zpravidla 
velmi málo fluorescenční. Po vazbě na proteiny nebo DNA se však jejich fluorescence velmi 
výrazně zvýší. Volba fluorescenční sondy je klíčovou součástí experimentu ve fluorescenční 
spektroskopii, neboť právě její vlastnosti umožňují získat potřebné informace. Existují sondy 
citlivé na polaritu, změnu pH nebo třeba na viskozitu okolního prostředí nebo na koncentraci 
různých iontů a látek v okolí sondy. Pro tuto diplomovou práci jsou podstatné sondy citlivé  
na napětí. [6] 
 
Napěťově citlivá barviva byla vyvinuta v roce 1970 především proto, aby umožnila 
neinvazivní sledování napětí na membráně buněk. Potenciometrické optické sondy tedy 
umožňují provádět měření membránového potenciálu u organel nebo buněk, které jsou příliš 
malé pro měření pomocí mikroelektrod. Hydrofobní konec molekuly barviva se naváže  
na lipidovou dvojvrstvu buněčné membrány. S využitím zobrazovacích metod jsou napěťově 
citlivé sondy používány k mapování změny membránového potenciálu na excitabilních 
buňkách, ale i v celých orgánech a to s prostorovým rozlišením a se vzorkovací frekvencí, 
kterou mikroelektrodami nelze získat. U mikroelektrod se navíc jedná o kontaktní měření. 
Tyto fluorescenční sondy jsou schopné na základě měnicího se potenciálu měnit svoje 
spektrální charakteristiky a tím podávat optické informace o membránovém potenciálu  
do svého okolí. [31] 
Změny membránového potenciálu hrají zásadní roli v mnoha fyziologických 
procesech jako je například šíření nervového vzruchu, svalová kontrakce a buněčná 
signalizace. Potenciometrické sondy umožňují studovat tyto procesy podrobněji. Využívají se 
k vizualizaci mitochondrií, pro posouzení viability buněk, i při zkoumání nových léčiv. 
Potenciometrické sondy mají různé vlastnosti. Liší se v optické odezvě, fototoxicitě  
i v interakci s molekulami. Sondy jsou rozděleny do dvou základních skupin podle rychlosti 
reakce na rychle reagující sondy, s odezvou v řádu milisekund až sekund, a pomalu reagující 
sondy s odezvou v řádu sekund až minut. [11], [18] 
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Obrázek 9: A rychle reagující sondy, B pomalu reagující sondy, převzato z [11] 
 
5. 1 Požadované vlastnosti 
 
Při vývoji potenciometrických sond se dbá na to, aby sondy splňovaly základní podmínky.  
 
1. Barvivo musí obsahovat fluorochrom, který je schopný při přechodu ze základního 
klidového stavu do excitovaného stavu vyprodukovat co největší pohyb volného 
náboje a tím způsobit co největší měřitelnou spektrální změnu spojenou s vnějším 
elektrickým polem.  
2. Potenciometrická sonda musí mít schopnost navázat se na buněčnou membránu se 
současným požadavkem na správnou orientaci (kolmo na membránu, paralelně  
s vnějším elektrickým polem).  
3. Barvivo by mělo zůstat co nejdéle navázané na buněčné membráně.  
4. Napěťově citlivé barvivo má být co nejvíce odolné proti photobleachingu (procesu 
vybělování).  
5. Barvivo má mít minimální vliv na biologické chování studované molekuly nejen  
při dodávce světla ale i bez osvícení.  
 
5. 2 Sondy s rychlou odezvou/rychle reagující sondy 
 
Obvykle styrylpyridiniová barviva. Reagují na změny elektrického pole změnami  
ve své elektronické struktuře při současné změně jejich fluorescenčních vlastností. Jejich 
optická odezva je dostatečně rychlá, aby detekovala změny u vzrušivých buněk v krátkém 
časovém úseku (milisekundy). Ovšem změna fluorescence v závislosti na změně potenciálu 
není velká, typicky změna fluorescence o 2-10% na 100 mV.  
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5. 2. 1 Barviva ANEP 
 
ANEP (AminoNaphthylEthenylPyridinium) barviva patří mezi nejcitlivější sondy  
s rychlou odezvou. Hlavními představiteli jsou Di-4-ANEPPS a Di-8-ANEPPS a vykazují 
poměrně jednotné změny intenzity fluorescence v závislosti na změně napětí (10% na 100 
mV) v různých tkáních, buňkách a modelových systémech membrán. V praxi se využívají  
při zobrazení elektrické aktivity srdce na neporušené srdeční tkáni, při mapování 
membránového potenciálu podél neuronů a svalových vláken, při měření změny potenciálu 
v reakci na farmakologické podněty, při dvoufotonové excitační mikroskopii a dále  
při měřeních, která kombinují optická potenciometrická a elektrofyziologická měření, nebo 
kombinují potenciometrické měření s měřením Ca2+.  
Di-4-ANEPPS je vhodný pro velmi krátké experimenty díky své slabší vazbě  
na membránu. Di-8-ANEPPS je fotostabilnější a má nižší fototoxicitu než barvivo  
di-4-ANEPPS. Styrylová barviva jsou ve vodných roztocích v podstatě nefluorescenční  
a jejich spektrální vlastnosti jsou silně ovlivněny prostředím. Obecně lze říci, že styrylová 
barviva navázaná na membráně dosahují absorpční a emisní maxima při kratších vlnových 
délkách než v jiném prostředí, typicky se uvádí methanol. Řádově se změna pohybuje  
u absorpce o 20 nm a u emise o 80 nm, ale u jednotlivých barviv se liší. (Například při vazbě 
di-8-ANEPPS na fosfolipid dosahuje jeho absorpce/emise maxim na vlnových délkách kolem 
467/631 nm, v methanolu jsou pro srovnání jeho maxima ~ 498/713 nm. Fluorescenční 
excitační/emisní maxima pro di-4-ANEPPS při vazbě na membránu neuronu jsou ~ 
475/617 nm. ) 
Oba di-4-ANEPPS a di-8-ANEPPS reagují na zvýšení membránového potenciálu 
poklesem excitační fluorescence přibližně na 440 nm a nárůstem excitační fluorescence  
na 530 nm. Pro správné měření je nutné použít vhodné excitační a emisní optické filtry, které 
odpovídají excitačním a emisnímu pásmu. Díky těmto spektrálním posunům lze využít  
pro vyhodnocení závislosti membránového potenciálu na fluorescenci poměrové metody. 
Tyto sondy zaznamenají změnu potenciálu dokonce rychleji než metoda voltage-clamp. [19] 
 
 
 
 
Obrázek 10: Spektrální posun potenciometrického barviva 
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Di-4-ANEPPS 
 
 
Obrázek 11: Chemická struktura Di-4-ANEPPS v základním a excitovaném stavu, převzato z [37] 
 
Vzhledem k tomu, že toto barvivo bude využito v praktické části této práce, je nutné  
se o něm zmínit jednotlivě.  
Di-4-ANEPPS se díky svým vlastnostem využívá hlavně pro fluorescenční mapování 
srdečních tkání. Experimenty probíhají především na srdečních tkáních potkanů, králíků  
a morčat. Barvivo je schopné zachytit postupnou depolarizaci celé srdeční tkáně například při 
defibrilaci, i za přítomnosti nejrůznějších toxinů. Nejvýznamnější farmakologický účinek 
napěťově citlivých barviv na srdeční tkáně je vznik fotodynamických a fototoxických 
poškození. Působí toxicky na srdeční buňky, pokud je vystaveno vysoké intenzitě osvětlení, 
nebo je použito ve vysokých koncentracích. Při tomto nežádoucím jevu dojde k ustálení 
potenciálu na -30 mV a dále již nedochází k dalším depolarizacím. Postup barvení tímto 
barvivem způsobuje také četné srdeční arytmie, především AV-blokády, komorové 
extrasystoly a komorovou tachykardii, ovlivňuje tedy elektrofyziologické vlastnosti 
myokardu, což pro výpovědní hodnotu experimentu není vhodné, tyto změny jsou ale 
většinou zanedbatelné a reverzibilní. 
Kvůli malé intenzitě fluorescence, kterou barvivo samo vyzařuje, je nutné používat 
velmi citlivé detektory. Maximální důležitost se klade na výpočet správné koncentrace 
barviva. [2], [24] 
Barvivo má hydrofilní (na obrázku 11 vpravo) a hydrofobní konec (na obrázku 11 
vlevo), tělo barviva je tvořeno chromoformní částí. Hydrofilní konec barviva se váže  
na hydrofilní, tedy vnější část membrány a hydrofobní konec se naváže do vnitřku membrány. 
Molekula barviva je díky hydrofilním a hydrofobním koncům vázána napříč membránou 
paralelně s vnitřním potenciálem membrány. V chromoforní části dochází  
při excitaci zářením k velkému posuvu kladného náboje z atomu dusíku přes celý chromofor. 
Tento kladný náboj se pohybuje paralelně s potenciálem membrány. Pokud se membrána,  
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na kterou jsou navázány molekuly barviva nachází v polarizovaném stavu, je při excitaci 
barviva přesun kladného náboje souhlasný se směrem elektrického pole napříč membránou. 
Následkem je snížení energetického rozdílu mezi základním a excitovaným stavem molekuly 
barviva a tzv. red shift-neboli posun k vyšším vlnovým délkám s nižší energií excitačního  
a emisního spektra. Opačná situace nastává při depolarizaci membrány, tomuto jevu se říká 
blue shift. [9] 
 
 
 
 
Kationtová ANEP barviva 
Mezi ANEP barviva řadíme i kationtová barviva, kterých je celá řada například  
di-2-ANEPEQ velmi citlivé barvivo k detekci změn membránového potenciálu v rámci 
submilisekund. Je vysoce rozpustné ve vodě a může být do buňky vloženo mikroinjekčně.  
Di-3-ANEPPDHQ vykazuje velmi nízkou internalizaci a dobrý poměr signálu k šumu, proto 
je vhodný pro analýzu neuronových sítí.  
 
5. 2. 2 RH barviva 
 
Jsou určena především pro funkční zobrazování neuronů. V současné době jsou 
nejpoužívanější barvy RH 237, RH 414, RH 421 a RH 795. Fyziologické účinky různých 
barviv jsou rozdílné. Obdobně jako ANEP barviva vykazují RH barviva různé stupně 
fluorescenční excitační i emisní spektrální změny v reakci na změnu membránového 
potenciálu. Při depolarizaci membrány dojde ke snížení fluorescence. Jejich absorpční  
a fluorescenční spektra jsou také silně závislá na okolním prostředí. Pomocí RH barviv  
v kombinaci s fluorescenčním Ca
2+
 je možné provádět simultánní optické mapování 
membránového potenciálu (RH 237) a intracelulárního vápníku v kardiomyocytech, možné 
využití je i měření mebránového potenciálu vyvolaného zrakovými a sluchovými stimuly.  
 
5. 2. 3 FRET 
 
Fluorescenční rezonanční přenos energie (FRET) mezi pohyblivým lipofilním 
aniontem uvnitř membrány a statickým donorem na povrchu membrány tvoří potenciálový 
snímač citlivější než elektrochromická barviva a dosahuje rychlejší odezvy než přesun iontu 
z intracelulárního prostředí do extracelulárního. Metoda je založena na přímém přenosu 
energie z jedné molekuly fluoroforu do druhé, což probíhá na velmi krátké vzdálenosti  
(1 až 10 nm). Zláště citlivá barviva jsou DiOC18 a DiOC16. Pro použití této metody musí být 
splněny tyto podmínky:  
1. Sonda donoru musí mít dostatečně dlouhý fluorescenční život, aby nastal přenos 
energie.  
2. Molekuly donoru a akceptoru musí mít vzájemnou vzdálenost 1 – 10 nm.  
3. Absorpční spektrum akceptorového fluoroforu musí překrývat emisní fluorescenční 
spektrum donorového fluoroforu (přibližně o 30 %).  
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4. Pro přenos energie musí být orientace dipólů akceptoru a donoru přibližně 
rovnoběžné.  
K přenosu energie dochází díky zhášení fluorescence donoru, za společné redukce 
fluorescenčního života, čímž dojde k nárustu emise fluorescence akceptoru. Z experimetů 
prováděných s jedním akceptorem a jedním donorem vyplývá, že existence a rozsah přenosu 
energie může být určen podle dynamiky photobleachingu (fotovybělování). V případě, kdy 
akceptor vybledne jako první, emise donoru se zvýší. Pokud dochází k přenosu energie, 
muselo dojít u akceptoru k redukci absorbance po fotovybělování. Pro tento případ  
se odhaduje účinnost přenosu energie více než 85%. V případě, že první vybledne donor, 
emise akceptoru se sníží, ale je stále významná a zůstává výsledkem přímého buzení. 
Účinnost přenosu je asi 53%. Předpokladem pro výpočet účinnosti je, že kvantové výtěžky 
donoru i akceptoru jsou stejné. [21], [32] 
FRET je velmi citlivý na vzdálenost mezi fluorofory a může být použit pro stanovení 
mezimolekulárních vzdáleností. Metoda je hojně využívaná v biotechnologickém výzkumu, 
fluorescenční mikroskopii, molekulární biologii a optickém zobrazování. FRET je zkoumán 
také jako komunikační kanál pro vzdálenosti v řádech nanometrů a to díky své malé závislosti 
na prostředí a dobré ovladatelnosti téměř všech důležitých parametrů. [12], [20], [21] 
 
5. 3 Sondy s pomalou odezvou/pomalu reagující sondy 
  
Pomalu reagující sondy vykazují potenciálově závislé změny v jejich 
transmembránové distribuci (přenos lipofilních kationů a anionů přes membránu 
elektroforetickým mechanismem), která je doprovázena změnou fluorescence. Sondy  
s pomalou odezvou existují tří typů: kationové karbocyaniny, rhodaminy a aniontové oxonoly. 
Jsou vhodné k detekci změn membránovém potenciálu neexcitabilních buněk způsobených 
respirační aktivitou, permeabilitou iontového kanálu, vazbou léčiva a jinými faktory. Velikost 
optické odezvy je mnohem vyšší než u rychle reagujících sond a to 1% fluorescence na 1 mV. 
Rychlost odezvy závisí na mezimolekulární redistribuci (u pomalých sond pohyb celých 
molekul přes membránu, u rychlých distribuce elektronu).  
5. 3. 1 Karbocyaniny 
 
DiI, DiS and DiO 
Indo- (DiI), thia- (DiS) and oxa- (DiO) Karbocyaniny byly vyvinuty jako jedny  
z prvních potenciometrických fluorescenčních sond. Tato kationtová barviva se kumulují  
na depolarizované membráně a přesunují se do lipidové dvojvrstvy. Agregace  
do membrány většinou vede ke snížení fluorescence. Fluorescenční odezva je však silně 
závislá na koncentraci barviva a také na strukturálních charakteristikách jednotlivých barviv. 
K získání odezvy na změnu potenciálu na mitochondriální membráně stačí velmi malá 
koncentrace a je tak tedy možné vyhnout se rušivým signálům z jiných intracelulárních 
membrán. Nejpoužívanější karbocyaninová sonda je DiOC6, která se v malých koncentracích 
využívá pro měření potenciálu na mitochondriích u živých buněk. Při vyšších koncentracích 
lze barvivo použít k měření napětí například na membráně endoplazmatického retikula. 
DiOC2 je sonda používaná pro analýzu viability bakterií pomocí průtokové cytometrie. 
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Karbocyaninová barviva, zejména thiacyaniny jako DiSC3, mohou bránit dýchání a jsou tedy 
poměrně cytotoxická. [12] 
 
JC-1 a JC-9 
JC-1 je novější kationtové barvivo, které se hromadí v mitochondriích. Barvivo  
se vyskytuje v nízkých koncentracích jako monomer a zeleně fluoreskuje. Při vyšších 
koncentracích vytváří J-agregáty, které mají široké excitační spektrum a jejich emisní 
maximum dosahuje asi 590 nm. Díky těmto vlastnostem jsou JC barviva citlivým markerem 
pro měření membránového potenciálu na mitochondriální membráně apoptotických buněk. 
[12] 
 
5. 3. 2 Rhodaminy 
 
Rhodamin 123 se využívá jako indikátor při studiu struktury a činnosti mitochondrií, 
dále také při experimentech na kmenových buňkách.  
TMRM a TMRE jsou methyl a ethyl estery tetramethylrhodaminu a jsou primárně 
využívány jako senzory membránového napětí na mitochondriích. Akumulace těchto 
kationtových barviv v mitochondriích vede ke snížení fluorescence díky principu zhášení 
fluorescence. TMRM a TMRE putují přes plazmatické membrány mnohem rychleji než 
Rhodamin 123 a jejich silná fluorescence umožňuje používat nižší koncentrace, čímž se 
stávají méně toxickými pro zkoumané buňky a neovlivňují přirozené mitochondriální funkce. 
Jejich transmembránová distribuce má přímé spojení s membránovým napětím a díky tomu ji 
lze popsat Nernstovou rovnicí (1). TMRE se využívá na screeningové testy léků, které 
ovlivňují napětí na membráně mitochondrií u živých buněk. TMRM byl použit pro simultánní 
konfokální zobrazení potenciálu a vápníku na membráně mitochondrií kardiomyocytů 
potkana. [12], [34] 
 
5. 3. 3 Oxonoly 
 
Oxonol V a Oxonol VI 
Jsou to aniontové napěťově citlivé ditribuční fluorescenční sondy kumulující  
se v cytoplazmě depolarizovaných buněk. Nabité molekuly barviva se přerozdělují podle 
gradientu elektrického potenciálu. Vzhledem k tomu, že jsou oxonoly záporně nabité, 
hromadí se uvnitř vesikulů s vnitřně-pozitivním nábojem. Čím vyšší koncentrace barviva 
uvnitř vesikulů, tím více molekul barviva se naváže na povrch vnitřní membrány. Vazba  
je doprovázena změnami intenzity fluorescence barviva, kterou lze monitorovat. Přestože 
měření změny intenzity fluoroscence je relativně často využívané, zvláště u Oxonolu V, napětí 
se měří spíše pomocí intenzitně nezávislého měření jako, je například měření absorpce. 
Oxonol VI reaguje na změny potenciálu rychleji, proto je pro měření rychlé změny potenciálu 
vhodnější. [12], [23] 
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DiBAC (Bis-Oxonol) barviva 
DiBAC barvy tvoří rodinu spektrálně odlišných potenciometrických sond s excitačním 
maximem přibližně 490 nm (DiBAC4 (3)), 530 nm (DiSBAC2) a 590 nm (DiBAC4 (5)). 
V některé literatuře jsou tato barviva pojmenována jednoduše jako BIS-oxonolová barviva. 
Barviva vstupují do depolarizovaných buněk, kde se vážou na intracelulární proteiny  
a na membrány, kde dochází k jejich fluorescenci. Při depolarizaci dojde k tomu, že aniontová 
barviva vstupují do buňky více a tím dochází k vyšší intenzitě fluorescence. Naopak  
při repolarizaci dojde ke snížení intenzity fluorescence. Příkladem může být částečně záporně 
nabité barvivo DiBAC4(3), které prostupuje membránou a hromadí se v cytosolu  
při depolarizaci membrány. Toto barvivo má nízkou intenzitu fluorescence ve vodném 
roztoku, která se ale zněkolikanásobí v cytoplazmě. Narozdíl od kationtových karbocyaninů 
nejsou tolik senzitivní na mitochondriích, ale využívají se k měření potenciálu  
na plazmatických membránách, využití nachází také v průtokové cytometrii, nebo pro 
screening iontových kanálů. [12], [18] 
 
6. Návrh a řešení zadaného úkolu 
 
Princip měření spočívá v umístění buňky do vnějšího elektrického pole, čímž dojde 
k lokálnímu přerozdělení elektrického náboje na membráně a v jejím blízkém okolí a to uvnitř 
i vně buňky. Předpokladem je, že naměřená maxima budou ležet v rovníkové části buňky, 
tedy na stranách, kde je umístěna anoda a katoda a k minimálním změnám dojde na pólech, 
čili kolmo (v pozici 90° a 270°) na elektrické siločáry. Při experimentu tedy dochází k 
prostorové změně uspořádání membránového potenciálu podél celé buněčné membrány. 
Buněčná membrána je depolarizovaná na katodové straně a na anodové straně dochází  
k hyperpolarizaci. Vzniklé napětí se nazývá indukované napětí membrány a je značené ΔΦ. 
Okamžitě po aktivování elektrického pole dochází k velmi rychlé polarizaci buňky v časovém 
úseku menším než 10 μs a poté dochází k ustálení stavu polarizace. V tomto ustáleném stavu 
by měl být intracelulární potenciál časově a prostorově invariantní. Polarizace se bude měnit 
lineálně po celé délce buňky se symetrií kolem jejího centra a s opačnou symetrií se mění  
při otočení směru pole. Strmost odezvy je úměrná intenzitě pole. [16], [17], [22] 
 
 
 
Obrázek 12: Rozdělení iontů na membráně buňky v elektrickém poli 
 
 
 27 
 
 
 
Indukované napětí existuje pouze tak dlouho, dokud na buňku působí vnější elektrické 
pole. U pravidelně kulovitých buněk lze napětí na membráně vypočítat analyticky s využitím 
Schwannovy rovnice 
                                                            θcos
2
3
⋅⋅=∆Φ REM                                       (6), 
 kde E je intenzita elektrického pole, R je poloměr buňky, θ popisuje úhel  
na membráně.  
Reálně mají buňky komplikovanější tvar, proto budou pro měření použita napěťově 
citlivá barviva. Pomocí potenciometrických sond, v tomto případě jmenovitě di-4-ANEPPS, 
lze pozorovat změny indukovaného napětí na membráně a měřit jeho změny bez poškození 
buňky. Di-4-ANEPPS se díky svým vlastnostem stane silně fluorescenční při navázání  
na lipidovou dvojvrstvu membrány buňky. Dojde ke změně intenzity fluorescence, která je 
přímo úměrná změně napětí a lze ji vyhodnotit.  
 Před začátkem experimentu je důležitá správná kultivace buněk. Před samotným 
měřením je nutné do vzorku přidat barvivo a pomocné látky. Laboratorní příprava a precizní 
zacházení se vzorkem jsou nezbytné.  
 Preparát je vložen do fluorescenčního mikroskopu, který je vhodně nastaven a jsou 
v něm připraveny odpovídající filtry. Fluorescenčním mikroskopům byla věnována kapitola 
čtyři, proto zde nejsou znovu popisovány. Pro nastavení správné akvizice je využito prostředí 
SOLIS a k nastavení parametrů stimulace slouží jako prostředí program LabVIEW. Elektrody 
je nutné vnořit  do preparátu a připojit je ke generátoru impulsů. Jsou od sebe ve vzdálenosti  
4 mm, k čemuž se došlo výpočtem. V našem případě se bude impuls pohybovat okolo 30 V, 
což je nízké dost napětí, aby nedošlo k usmrcení buňky. Nutné je však také krátké trvaní pulsu 
například jen 50 ms. Ke generování pulsu je využita měřicí karta. Měřicí karty se používají 
pro přímé měření či generování signálu počítačem. Karta sama o sobě není schopna 
vygenerovat takto silný impuls vzhledem k tomu, že její napěťový rozsah je maximálně 10 V, 
proto je nezbytné použít přepínač sloužící jako zesilovač. Elektrickou stimulaci je také nutné 
synchronizovat s vysokorychlostní kamerou, která začne nahrávat ve chvíli vyslání impulzu 
z měřicí karty. 
Posledním krokem práce je analýza naměřených hodnot. Změna intenzity není tak 
markantní, aby ji šlo rozeznat pouhým okem. Analýza tedy bude provedena automaticky 
v prostředí MATLAB, které porovná velikost intenzity před dodáním impulsu a během 
stimulace. Předpokladem je změna intenzity asi o 6% na 100 mV. Změna není příliš 
markantní a analýza těchto dat může být problematická. Jedním z problémů může být, že 
získaná data mohou být ovlivněna šumem pozadí, či některé pixely mohou mít z různých 
důvodů slabý signál. Surová data poskytují dobrou informaci o intenzitě fluorescence, ale 
jako indikátor membránového napětí mohou být mírně zavádějící. Řešením může být vhodná 
filtrace. [8], [29] 
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Obrázek 13: Schématické znázornění řešení 
 
6. 1 Vysokorychlostní kamera 
 
Vysokorychlostní videozáznam pomáhá v mnoha odvětvích průmyslu analyzovat děje 
probíhající v době desítek milisekund. Kamera funguje na jednoduchém principu, kdy 
nahrává děj vysokou záznamovou frekvencí a zpětně zobrazuje obrazy mnohem nižší 
frekvencí. Na rozdíl od běžných videokamer, kde se frekvence snímání pohybuje okolo 
25 Hz, pracuje vysokorychlostní kamera běžně se záznamovou frekvencí až 1000 Hz. 
Nejnovější přístroje dosahují záznamové frekvence až 150 tisíc snímku za sekundu.  
Pro zaznamenání dat je využita EMCCD (Electron Multiplying Charge Coupled 
Device) kamera iXon3 860, což je CCD kamera s elektronovým zesilovačem od společnosti 
Andor pro vědecké aplikace s vysokou citlivostí, čipem chlazeným na -100°C a vysokými 
snímkovacími frekvencemi. Kamera obsahuje EMCCD senzor s předzesilovačem, 16-bitový 
A/D převodník, senzor teploty s předzesilovačem, termoelektrický chladič s chladícími 
okruhy, vstupní a výstupní konektor. Díky chlazení čipu a přidaným funkcím filtrace 
a průměrování, je šum v obrazu minimalizován. Kameru lze připojit k mikroskopu nebo 
k jinému optickému zařízení k získávání dat. Tato kamera se využívá pro mnoho účelů 
například pro jednomolekulovou detekci, TIRF mikroskopii, konfokální mikroskopii 
se spinning diskem, sekvenování geonomů, FRET, FRAP nebo pro mikrospektroskopii.  
 
K synchronizaci vysokorychlostní kamery a generátoru impulsů je využito možnosti 
propojit kameru pomocí SMB portu s měřicí kartou. K tomuto účelu byl vyroben spojovací 
kabel z koaxiálního kabelu o odporu 50Ω, ke kterému byl spájen SMB konektor. Ke spuštění 
kamery tedy dojde zároveň s vysláním signálu z měřicí karty do vzorku. Vyslaný impulz 
nesmí být vyšší než 5V, na jeho délce nezáleží, protože kamera reaguje na náběžnou hranu 
impulzu. 
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Obrázek 14: Schéma externího ovládání ixon kamery, převzato z [4] 
 
 
6. 1. 1 Základní pojmy týkající se vysokorychlostních kamer 
 
Pro pochopení problematiky a funkčnosti vysokorychlostních kamer jsou uvedeny 
některé základní termíny a jejich definice. 
  
Snímkový kmitočet 
Snímkový kmitočet, frekvence snímání, záznamová frekvence, počet snímků  
za sekundu nebo rychlost kamery jsou ekvivalentní termíny vztahující se k základní vlastnosti 
vysokorychlostního záznamu. Anglicky je tento termín nazýván frames per second. 
Snímkovací kmitočet popisuje frekvenci s jakou zobrazovací zařízení zobrazuje jednotlivé 
unikátní snímky, případně frekvenci s jakou záznamové zařízení snímky zachycuje. Udává  
se v jednotkách fps nebo v hertzích, v obou případech jednotka odpovídá jednomu snímku  
za sekundu. Snímkový kmitočet se stanovuje s ohledem na rychlost sledovaného předmětu  
a velikost sledované plochy, podle počtu snímků potřebných k popsání všech informací  
při konkrétní události a s ohledem na maximální snímkový kmitočet každé vysokorychlostní 
kamery. Nízký snímkový kmitočet není schopný zachytit změny probíhající v řádech desítek 
milisekund (běžná kamera snímá 25 snímků za sekundu), což je pro tuto práci nedostačující. 
Čím vyšší kmitočet, tím plynulejší bude obraz při přehrávání. Příliš vysoký snímkový 
kmitočet však vede k nižšímu rozlišení a ke zmenšení sledované plochy, což vyplývá  
z omezené rychlosti datových toků ze záznamových čipů na paměťové médium. Proto  
je nutné správně zvolit vhodnou frekvenci. Teoreticky je maximální frekvence snímání dána 
minimálním rozlišením. Snímkový kmitočet kamery iXon3 je v rozsahu 513 - 14025 fps. [36] 
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Barevná hloubka 
 Barevná hloubka charakterizuje počet bitů použitých k popisu určité barvy nebo pixelu 
v digitálním obrazu nebo rámečku videa. Barevná hloubka je jednoduše řečeno rovna počtu 
barevných odstínů. Větší barevná hloubka logicky zvětšuje škálu různých barev a tím 
samozřejmě také paměťovou náročnost obrázku či videa. [36] 
 
Rozlišení 
Rozlišení vysokorychlostní kamery je vyjádřeno počtem pixelů v horizontální (počet 
sloupců, x) a vertikální rovině (počet řádků, y). Pixel je definován jako nejmenší obrazový 
prvek, který představuje jeden bod v barevném prostředí. Pixel nese číselnou informaci  
o barvě a jasu bodu. V současné době se rozlišení vysokorychlostních kamer pohybuje  
v rozmezí 128x128 do přibližně 1600x1200 pixelů. Kamera použitá při experimentu má 
rozlišení 128x128. Při vysokorychlostním záznamu se často standardní rozměry rozlišení 
podřizují danému účelu kamery, a proto se vyrábí i jiné vhodné a méně konvenční rozměry 
obrazu pro získání požadovaných informací. [36] 
 
Expoziční čas 
Expoziční doba nebo také čas závěrky je doba, po kterou obrazový snímač 
shromažďuje dopadající světlo. Tato doba je určena rychlostí clony v kameře, pohybující  
se obvykle v setinách až tisícinách sekundy. Expoziční čas se nastavuje v závislosti  
na množství světla, citlivosti snímače a nastavené cloně. Někdy je vhodné zkrátit expoziční 
dobu, aby se omezilo pohybové rozmazání obrazu. [36] 
 
6. 2 Software SOLIS 
 
Společnost Andor dodává kompletní programové vybavení včetně vývojového 
prostředí pro práci s kamerami, zpracování a analýzu dat. V práci je využito prostředí SOLIS, 
což je software pro práci se zobrazovacími kamerami a kamerami určenými  
pro spektroskopii. Zabudovaný speciálně navržený programovací jazyk AndorBasic 
usnadňuje provedení i složitých operací, jednoduchým zápisem. AndorBasic může být použit 
k nastavení akvizice obrazu, k automatickému ukládání souborů, ke komunikaci s externími 
zařízení. Lze snadno manipulovat s daty, stejně tak i s makry, umožňuje maximálně 
automatizovat experiment. Software SOLIS má snadnou instalaci, umožňuje zobrazovat data 
v reálném čase při současném zpracovávání a vyhodnocování korekce pozadí, transmise, 
odrazivosti i absorpce.  
Hlavní menu nabízí širokou škálu možných úkonů. Některé funkce lze aktivovat 
jednoduchým stiskem tlačítka. Soupis některých těchto značek je uveden níže.  
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Obrázek 15: Zkrácený přehled ikon v programu SOLIS, převzato z [4] 
 
Před samotným měřením je nutné zkontrolovat zapnuté chlazení a nastavit teplotu. 
Chladit CCD je nezbytné pro získávání kvalitních dat bez rušení. Rychlost chlazení lze také 
ovládat v okně „Fan speed“.  
 Nastavení akvizice je možné v několika různých módech ať už jako jednotlivý obraz, 
kdy CCD sejme jeden snímek, nebo pohyblivou sérii obrazů, kdy tento mód dovoluje nastavit 
dobu expozice, dobu kinetického cyklu a také počet kinetických sérií. Při kliknutí na ikonku 
„video“ dojde k tomu, že systém opakovaně provádí jednoduchá skenování a aktualizuje 
zobrazovaný snímek. Kumulovaný mód umožňuje sečíst v paměti počítače data uložená 
z několika skenování a vytvořit tak „kumulovaný sken“. V dialogovém okně lze zvolit  
pro tento mód nastavení doby expozice, doby kumulace cyklu, která popisuje dobu 
v sekundách mezi jednotlivým skenováním a nakonec zvolit počet provedených akumulací. 
Tento kumulační režim se používá především pro zlepšení poměru signálu k šumu. 
 
 
 
Obrázek 16: Kumulovaný sken, převzato z [4] 
 
Jak je vidět, každý mód má své specifické nastavení například doby expozice, nebo 
počtu akumulací, zpoždění, atp. Hodnota nastavená v jednom textovém poli může mít vliv na 
hodnotu v jiném textovém poli. Minimální čas potřebný pro akvizici je závislý na řadě 
faktorů, včetně doby expozice (tedy čas v sekundách, po který CCD shromažďuje světlo  
před načtením) a záleží také na spouštěcím režimu. 
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Tlačítko Run Time Control umožňuje zvýšit EM Gain level od 0 do 300 nebo upravit 
čas expozice CCD od 0 do 0,1. 
Andor SOLIS software má širokou škálu možností jak získaná data uložit přímo  
do pevného disku počítače. To je užitečné zejména při pořizování velkého množství snímků. 
Množství dat, které může vzniknout v módu Kinetic series, je obrovské a pro běžné počítače 
představuje zátěž. Nastavení možností ukládání proběhne v Spooling Tab. Pomoci s načtením 
a uložením dat může také virtuální paměť a před ztrátou dat může pomoct tlačítko Auto-Save. 
Součástí balení je také dálkové ovládání, které umožňuje nastavovat a zadávat různé příkazy 
softwaru pomocí infračerveného paprsku vysílaného do přijímače. Dosah ovladače je až 12 m. 
[4]. 
 
6. 2. 1 Akvizice kamery 
 
Vhodná akvizice kamery je pro tento experiment zcela zásadní. Například v případě 
zvolení příliš nízkého snímkovacího kmitočtu nedojde vůbec k zachycení pozorovaných 
elektrofyziologických jevů a zhotovené video nelze dále zpracovat pro účely této práce. Ke 
stanovení správné hodnoty snímkovacího kmitočtu došlo experimentálně. Videa se 
snímkovacím kmitočtem kolem 20 snímků za sekundu byla nezpracovatelná v rámci tak 
malých změn intenzity záření, ke kterým v experimentu dochází. Kmitočet s dostačující 
výpovědní hodnotou byl stanoven na 80 Hz, vyšší snímkovací frekvence nejsou nutné a pouze 
zvyšují nároky na ukládání dat. 
Používaný akviziční mód je kinetic series. Nastavit lze doba expozice, doba 
kinetického cyklu, tedy čas mezi začátkem a koncem každého kinetického skenu a počet 
těchto kinetických skenů. Pro představu výborně ilustruje obrázek 18. 
 
 
Obrázek 17: Akviziční mód Kinetic series, převzato z [4] 
 
Expoziční čas se vztahuje ke snímkovacímu kmitočtu. Je určen desetinným číslem. 
Pokud je tedy zvolen expoziční čas jako například na obrázku 18 0,014 s, znamená to, 
že snímkovací kmitočet je 71,3 Hz. Vyplněním políčka kinetic series lenght se stanoví délka 
kinetické série například 1000, což představuje, že bude vyhotoveno 1000 snímků. 
Pro vyhodnocení dat v prostředí Matlab se jeví vhodný snímkovací kmitočet 83 Hz při délce 
kinetické série 500 snímků, kdy jsou změny intenzity záření interpretovatelné. 
Spouštění kamery je nastaveno na Externí Start, což znamená, že kamera čeká 
připravená k nahrávání na impulz z měřicí karty. Řešení této problematiky bylo vysvětleno 
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výše. Pro toto externí ovládání je nezbytné nastavit závěrku na Permanentně otevřenou. 
Impulz je ovládán z virtuálního přístroje sestaveného v LabVIEW a je časově shodný 
s vysláním impulzu do buněčného preparátu. Je tak tedy zajištěna synchronizace. 
 
 
Obrázek 18: Menu akvizice kamery v programu SOLIS 
 
Při použití kinetického módu je dostupný speciální režim snímání Frame transfer. 
Tento režim se liší od běžného režimu dvěma způsoby.  
Zaprvé obsahuje dvě zóny Image area a Storage area. Image area se nachází v horní 
části CCD nejvíce vzdálené od čtecího rámce. Tato část je citlivá na světlo. Storage area 
se nachází mezi Image area a čtecím rámcem. Tato oblast je pokryta neprůhlednou maskou, 
obvykle kovovým filmem necitlivým na světlo. 
 Zadruhé se FT CCD kamera liší od CCD kamery v tom, že tyto dvě oblasti (image 
a storage area) jsou posuvné nezávisle na sobě. Tato specifičnost umožňuje načítat jeden 
obraz a přitom zároveň další obraz ukládat. Při režimu Frame Tranfer není nutné používat 
závěrku (Shutter).[4] 
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6. 3  LabVIEW 
 
LabView (Laboratory Virtual Instruments Engineering Workbench) je produktem 
americké firmy National Instruments, která je průkopníkem a největším výrobcem v oblasti 
virtuální instrumentace. Je to grafické programovací prostředí pro řízení experimentů, sběr dat 
z měřicích karet, kamer atp. a zpracování těchto dat v reálném čase. Prostředí LabVIEW, 
někdy nazývané též jako G-jazyk (tedy „grafický“ jazyk), je vhodné nejen k programování 
systémů pro měření a analýzu signálů, řízení a vizualizaci technologických procesů různé 
složitosti, ale také k programování složitých systémů. Programy jsou tvořeny ve formě 
blokových diagramů. Vykonávání programu v LabVIEW je řízeno datovým tokem, čímž  
se liší od textových programovacích jazyků, kde je nutné zadat lineární řádky kódu a části 
programu jsou řazeny sekvenčně. Datový tok jednoznačně určuje směr provádění programu. 
K zpracování informace v uzlu blokového diagramu dojde pouze tehdy, když jsou na jeho 
vstupech všechny potřebné informace. 
Hlavním cílem virtuální instrumentace zahrnuté v programu LabView je nahrazení 
technických prostředků virtuálním řešením za přispění programových prostředků zejména pak 
grafickými a vizuálními prostředky a zprostředkovat tak maximální názornost. Toto řešení 
umožňuje rychlé navrhování nových aplikací i provádění změn v konfiguraci. [35] 
 
V tomto experimentu bude LabVIEW využito pro vytvoření generátoru impulsů a 
k synchronizaci snímání kamery s puštěním impulzu. Měřicí karta tedy poslouží jako spouštěč 
kamery, která experiment začne snímat zároveň s vysláním impulzu, tedy v podstatném 
okamžiku změny intenzity fluorescence.  
 
Čelní panel 
  
 Uživatelské rozhraní mívá většinou podobu čelního ovládacího panelu řešeného 
měřicího přístroje a určuje jeho vzhled a chování. Pomocí vložených objektů (ovládací  
a indikační prvky) lze řídit běh aplikace, zadávat parametry a získávat informace  
o zpracovaných výsledcích. Na ploše lze pracovat jak s vlastními prvky, tak s poměrně 
širokou škálou prvků, které jsou součástí samotného vývojového prostředí. Vizuální prvky  
se dělí z funkčního hlediska na dvě základní skupiny: vstupy a výstupy. Vstupy mohou mít 
různé podoby ovladačů (control), jako například button, knob, slide, numeric control, text 
control a mnoho dalších. Výstupy mohou zase mít různé podoby zobrazovačů (indicator) 
například meter, text indicator, numeric indicator, led, progressbar, různé podoby grafů  
atd. Vstupní hodnoty se velmi lehce zadávají a výstupní snadno zobrazují, stejně snadno lze 
objekty pojmenovávat. Vhodná volba ovládacích prvků aplikace je důležitá,  
aby co nejkomfortněji umožnila ovládání virtuálního přístroje a splnila veškeré požadavky  
pro měření. [35] 
  
 
Blokový diagram 
  
 Obrazovka blokového diagramu je druhým sdruženým oknem každé aplikace. 
Blokový diagram vytváří prostor pro sestavování grafického zdrojového kódu programu. 
Umožňuje spojit bloky pomocí signálových cest, definovat vlastní algoritmus a vytvořit 
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součástky pro zobrazení výsledků. Diagram se sestavuje z prvků panelu Functions, které jsou 
svázané s prvky čelního panelu. Každý prvek má předem definovaný vstupní nebo výstupní 
propojovací bod, tzv. pin. Tyto body lze propojit datovým spojem s dalšími prvky. Blokový 
diagram se může podobat vývojovému diagramu programu, odpovídá rovněž řádkům textu  
v textově orientovaných programovacích jazycích. Ve skutečnosti je blokový diagram přímo 
spustitelným kódem, který je překládán během psaní s možností okamžité zpětné vazby  
při vzniku chyb, jako například při připojení neslučitelných datových typů. Blokový diagram 
je tvořen vzájemně propojenými objekty vykonávajícími určitou funkci. [35] 
 
 
6.4 Realizace v LabVIEW 
 
 Oblast pořizování dat (Data AcQuisition) patří mezi nejsilnější nátroje prostředí 
LabVIEW. V programovém prostředí LabVIEW je proto realizován generátor impulsů. 
V podkapitolách je uveden stručný popis čelního panelu a popis blokového diagramu 
programu. 
 
6. 4. 1 Generátor impulsů 
 
Generátor impulsů je realizován jako virtuální instrument v LabVIEW a to hned 
ve dvou variantách. První varianta umožňuje uživateli měnit parametry stimulace 
při probíhající stimulaci. Je možné upravovat probíhající impulsy, jejich frekvenci, amplitudu, 
šířku impulsů a také zpoždění druhého signálu. Nechybí ani tlačítko umožňující přepnutí 
polarity impulsu.  
Na obrázku 19 je náhled zapojení. Celý program je vložen do struktury While Loop, 
aby docházelo ke kontinuálnímu průběhu impulsu. Ke smyčce je automaticky přidané tlačítko 
stop. Ze smyčky jsou vyřazeny ovladače NI-DAQmx, aby nedocházelo ke zbytečnému 
zpomalení programu. Měřicí sestava využívá měřicí DAQ kartu. Ke komunikaci s měřicí 
kartou je využita sada ovladačů NI-DAQmx, lze také využít funkci DAQ Assistant.  
NI-DAQmx slouží obecně jako rozhraní pro programování analogových vstupů/výstupů, 
digitalních I/O, ovládání stovek multifunkčních DAQ zařízení. Pomocí NI-DAQmx lze 
vytvářet různé úlohy pro měření, generování signálu a jeho zpracování. Úlohou je zde 
myšlena množina jednoho nebo více virtuálních kanálů a konfigurace k nim přiřazených 
dalších vlastností jako například časování a spouštění. V měřicím řetězci je využit prvek 
Create Channel, který vytvoří virtuální kanál. Vždy je připojen na fyzický kanál, který je 
jakýmsi terminálem nebo pinem a je nutné ho před měřením zvolit. Pro případ generování 
napětí je zapojena funkce Write. Ukončení úlohy je vždy zapsáno pomocí funkce Clear. 
Relay2 konfiguruje relé přepínač, který mění vstupní signál na zapnutý nebo vypnutý. Na relé 
jsou připojeny dvě NI-MABase generující čtvercovou křivku, ty jsou vzájemně propojeny 
přes různé výstupy a umožňují měnit parametry křivky, tedy amplitudu, frekvenci, zpoždění 
a šířku impulsu. Výstup z relé je vedený na grafický zobrazovač Waveform graph. 
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Obrázek 19: Náhled blokového diagramu generátoru impulzů 
 
Cílem generátoru impulzů je přehledné ovládání a nastavování hodnot a jasné 
zobrazení výsledného signálu, proto byl k výslednému měření zvolen druhý typ generátoru. 
Neumožňuje sice úpravu parametrů během stimulace, ale to pro tak krátké nahrávací sekvence 
není nijak nezbytné. Opět je použita smyčka While. Jsou nastaveny dva fyzické kanály mimo 
tuto smyčku, aby nedocházelo ke zpomalování programu. A zapojeny jsou dva bloky 
Simulate Arbitrary signal pro simulaci signálu. Každý je nastaven podle potřebných 
parametrů, čili spouštěcí signál jdoucí do kamery je vysoký 5V. Kamera reaguje na náběžnou 
hranu vyslaného impulzu, tudíž na délce impulzu nezáleží. Druhý blok simulující signál je 
nastaven na opakující se smyčku. Šířku signálu lze upravit pouze před stimulací, 
pro experiment převážně nastaveno na 30 ms trvající impulz a 30 ms bez stimulace, případně 
50 ms stimulace a 10 ms bez stimulu.  
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Obrázek 20: Blokový diagram zvoleného stimulátoru 
 
 
6. 5  MATLAB 
 
MATLAB (matrix laboratory) je programové prostředí a skriptovací programovací 
jazyk čtvrté generace. Program MATLAB je vyvíjen společností MathWorks. MATLAB 
umožňuje počítání s maticemi, vykreslování 2D i 3D grafů funkcí, implementaci algoritmů, 
počítačovou simulaci, analýzu a prezentaci dat i vytváření aplikací včetně uživatelského 
rozhraní. Původně byl jazyk určen pro vědeckotechnické výpočty, nyní je však využíván  
v široké paletě aplikací jako je modelování, návrhy algoritmů, paralelní výpočty, měření  
a zpracování signálů, návrhy řídicích a komunikačních systémů. Původně byl jazyk určen  
pro matematické účely, ale časem byl upraven, byly přidány nové funkce a rozšíření, rozrostl 
se různými směry a dnes je využitelný v široké paletě aplikací.  
V této práci bude sloužit k analýze obrazů získaných z vysokorychlostní kamery. 
Výsledný program by měl být schopný data porovnat a z těchto hodnot zjistit rozdíl změny 
intenzity fluorescence před stimulací a po stimulaci. Porovnávání dat by tedy mělo být plně 
automatizované. 
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6. 5. 1 Výpočet vhodného emisního filtru 
  
 Předpokladem u neexcitabilních buněk je, že během stimulace elektrickým polem 
dojde k nerovnoměrnému rozdělení elektrického náboje v podobě iontů podél celé membrány. 
Tento jev zobrazuje obrázek 12. Kladné ionty se hromadí u katody a záporné ionty u anody.  
Díky potenciometrickému barvení buněk lze tyto změny pozorovat. Důsledkem je změna 
intenzity fluorescence patrná především na části membrány nejblíže katodě  
či anodě. I tak však změna intenzity není velká, předpokladem je změna asi o 6% až 10%. 
. Pro zaznamenání co největší možné změny je nezbytné zvolit vhodný emisní filtr. 
Ze stránek invitrogen.com byly staženy body popisující přesně emisní křivku Di-8-ANEPPS, 
křivka pro Di-4-ANEPPS nebyla dostupná, ale emisní spektra těchto dvou barviv se od sebe 
téměř neliší. Posun emisního spektra je v literatuře vypočítán o 60 nm, kdy jako jedno emisní 
maximum je brána hodnota při 560 nm a posunuté emisní maximum je na hodnotě 620 nm. 
Při excitační délce 475 nm. Jednoduchým výpočtem obsahu pod křivkou v Matlabu  
a poměrem těchto dvou hodnot, byl zvolen vhodný filtr.  
  
 
Obrázek 21: Zobrazení výpočtů pomocí Matlabu 
 
Filtry se vyrábí několika typů, podle informací z Thorlabs.com byly vytipovány dva 
nejvhodnější (620 ± 26 nm, 630 ± 34.5 nm) a mezi nimi bylo provedeno porovnání. Jako 
výhodnější se jeví filtr 620 ± 26 nm. Změna plochy je markantnější než u druhého filtru  
630 ± 34.5 nm přicházejícího v úvahu. Filtr zajišťuje více než 90% propustnost 
pro požadované vlnové délky. Vyrábí se z několika dielektrických vrstev uložených 
na podkladové vrstvě z taveného křemene. Podkladová vrstva je leštěná, čímž zaručuje 
nejvyšší možnou kvalitu obrazu. Filtrační vrstvy jsou vysoce denzní díky tomu dochází ke 
snížení absorpce vody a k prodloužení životnosti, stability a výkonu daných filtrů. [38] 
 
Obrázek 22: Zvolený emisní filtr, převzato z [38] 
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9. Komponenty experimentu 
 
Nutným předpokladem k zahájení měření byla dispozice vhodného technického 
vybavení a též vhodného biologického materiálu ke konkrétním účelům měření. Buněčný 
materiál byl poskytnut Lékařskou fakultou Masarykovy univerzity v Brně, experiment 
probíhal v laboratoři FEKT VUT. Základním požadavkem pro další splnění zadání práce bylo 
pořízení použitelného videozáznamu neexcitabilních volných buněk při vhodné stimulaci.  
Připravený biologický preparát byl umístěn do Petriho misky s předem připravenými 
elektrodami. Nelehkým úkolem bylo pořídit hodnotný digitální záznam s vysokým 
prostorovým a časovým rozlišením zachycující změny vzorku během elektrické stimulace. 
Takto pořízené snímky je nutné dále upravit vhodnými metodami pro zpracování a analýzu 
obrazu.  
9. 1 Použitý buněčný materiál 
  
 Experiment byl proveden na mezenchymálních stromálních buňkách (MSC), které 
jsou prekurzory fibroblastů i dalších typů buněk jako chondrocyty či adipocyty. Zvoleny byly 
pro svůj kulovitý tvar v trypsinizovaném stavu a také díky jejich poměrně snadnému 
získávání. Izolují se z velkého množství mezenchymálních tkání např. tuku, kostní dřeně, 
kloubní výstelky, svalů, přítomny jsou ale i v zubní pulpě, pupečníkové krvi a jiných 
orgánech. Výhodná je i jejich dobrá schopnost expanze a kultivace in vitro.  
Nejčastěji jsou buňky izolovány z tuku. Tento proces je možný dvěma způsoby a to 
bez použití přístrojů, kdy je nejprve provedena homogenizace tkáně, následuje lýze erytrocytů 
a jejich odmytí, enzymatické natrávení pomocí kolagenázy, izolace a finálně samotná 
kultivace buněk. Přístrojová izolace MSC z tukové tkáně využívá abundance buněk v tukové 
tkáni, což umožňuje jejich použití v klinické praxi bez předchozí in vitro expanze. Strojová 
izolace zkracuje čas mezi odebráním tukové tkáně a implantací purifikovaných buněk 
pacientovi a zároveň snižuje riziko kontaminace buněk během procesu izolace. MSC se 
kultivují v plastových kultivačních láhvích nebo na kultivačních deskách. Pro uvolnění buněk 
od povrchu a k jejich osamocení od ostatních buněk se využívá trypsinu, který neomezuje 
viabilitu ani nemění expresi povrchových antigenů buněk. Po použití trypsinu buňky získávají 
kulovitý tvar, který se však se zpětným přisedáním buňky ke kultivační misce mění. 
 
 
Obrázek 23: Obraz buňky snímaný kamerou 
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9. 2 Použité chemikálie 
 
K obarvení buňky slouží již výše zmíněné potenciometrické barvivo Di-4-ANEPPS 
v koncentraci 3 μl na 1ml vzorku. Do preparátu se také vždy přidává látka Pluronic F-127 
(0,1%)  v koncentraci 10 μl. Pluronic jsou neiontové polyoxyethylen-polyoxypropylenové 
kopolymery používané jako farmaceutické pomocné látky zejména ve funkci emulgátorů 
a solubilizátorů. K lipofilním ANEP barvivům se přidává tradičně k usnadnění rozpouštění 
barviva v roztoku. Po 10-20 minutách odstátí při pokojové teplotě je vzorek vložen 
do odstředivky. Centrifugací dojde k oddělení volného přebytečného barviva od buněk a dále 
k jeho odsátí. Poté se promývá bezbarvým médiem, podle potřeby může dojít k promývání až 
třikrát. Promýváním dojde k odstranění šumu způsobeného zářením pozadí. 
 
9. 3 Elektrodový systém 
 
Elektrodový systém byl sestaven speciálně pro účely práce. Elektrody jsou vytvořené 
ze stříbrného drátu vzdálené od sebe 4 mm. Aby nedošlo k poškození buněk protékajícím 
proudem bylo nutné elektrody izolovat vrstvou laku. Elektrody jsou připojeny k měřicí kartě, 
která vysílá požadovaný impuls. Elektrodový systém je vyroben z běžně dostupných 
elektrických součástek. 
 
 
Obrázek 24: Vyrobené elektrody pro účely experimentu 
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10. Vyhodnocení dat v Matlabu 
 
Získaná data jsou ukládána ve formátu sif. Pro zpracování v Matlabu jsou exportována 
do formátu avi. Načtení souboru umožňuje příkaz aviread, který převede koncovku avi 
do struktury mov. Oblast zájmu se volí příkazem roipoly. Ten umožňuje zvolit polygon 
v načteném obraze. Jak je vidět na obrázku 25, signál je značně zašuměný a neposkytuje tudíž 
dostatečně čitelnou informaci o změnách intenzity záření, natož o změnách nastávajících 
v řádech několika procent. 
 
 
Obrázek 25: Zašuměný signál 
 
 
 
Je nezbytné provést filtraci signálu. Vyzkoušeno bylo množství základních filtrů jako 
je medián, sgolay filtr, vyhlazovací funkce smooth v několika variantách a také FIR filtr. 
Výsledné filtrace ukazuje obrázek 26.  
 
Podle dosahovaných výsledků byly zvoleny dvě filtrace a to mediánová filtrace 
a filtrace smooth. Obě filtrace počítají výsledný signál z posuvného okna. Velikost tohoto 
okna je nastavitelný parametr. Úkolem bylo zvolit parametr tak, aby poskytoval 
co nejpoužitelnější výsledky a nedošlo ke ztrátě důležitých informací. Optimální velikost 
okna pro mediánovou filtraci je stanovena na 15 vzorků, velikost vyhlazovacího okna smooth 
je určena na 30 vzorků.  
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Obrázek 26: Příklad několika testovaných filtrací 
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Výsledná filtrace pomocí filtru smooth a mediánu vykazuje skokové změny, které by 
mohly odpovídat vysílaným stimulačním impulzům. Tento předpoklad bude potvrzen nebo 
vyvrácen v navazující kapitole. 
 
 
Obrázek 27: Výsledná filtrace pomocí mediánové filtrace a filtrace smooth  
 
 
11. Porovnání výsledků s předpoklady 
11. 1 Porovnání záznamu buňky se stimulací a bez stimulace 
 
Prvním předpokladem vůbec je, že signál buňky bez stimulačních impulzů a signál 
buňky se stimulací se budou odlišovat. Pokus byl ověřován na více buňkách, závěry jsou 
obdobné. Ve spodní části obrázku 28 je signál snímaný z nestimulované buňky. Je vidět, 
že po dobu snímání videa vždy dochází ke kolísání intenzity záření a vznikají skokové změny. 
Tyto změny mohou velice zkreslit výsledky práce.  
Křivka stimulovaného vzorku také obsahuje skokové změny. Jsou však odlišné a 
s kratší periodicitou. Velice výrazný je rozdíl v hodnotách intenzity záření mezi jednotlivými 
grafy. Horní graf dosahuje maxima 370 a spodní graf 680 jednotek. Tento rozdíl se zdá docela 
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zásadní, ale vzniká pouze volbou oblasti obrazu vstupující do filtrace. Zvolit naprosto shodně 
oblast obrazu nelze, proto každá vyhodnocovaná oblast má tyto hodnoty odlišné. 
Charakter skokových změn v obou záznamech je rozdílný na první pohled. 
Interpretace ovšem může být velice zavádějící. Proto je v další části práce tento stimulovaný 
záznam porovnán s grafem stimulačních pulzů. 
 
 
 
Obrázek 28: Porovnání signálu snímaného z buňky při  stimulaci (nahoře) a bez stimulace (dole) 
při snímkovacím kmitočtu 83 Hz 
 
11. 2 Porovnání záznamu se stimulačními impulzy 
 
Jedním z předpokladů je, že šířka generovaného impulzu odpovídá šířce změny 
intenzity záření na membráně buňky. Na obrázku 29 je křivka během stimulace přiložena 
k vysílanému impulzu. Impulz trval v tomto experimentu 30 ms a 30 ms byla doba mezi 
jednotlivými impulzy při snímkovacím kmitočtu 83 Hz a délce kinetické série 1000 snímků. 
Filtrovaná křivka vysílanému impulzu převážně odpovídá. Komparace byla vytvořena 
pro zřetelnost hlavně s náběžnou hranou impulzu, kde nedochází k takovému zpoždění jako 
při vypnutí signálu. V místech, kde záznam neodpovídá předpokladům mohlo dojít 
k výraznějšímu kolísání intenzity záření v obrazu shodně, jako k tomu dochází u signálu 
nestimulovaného. Stejně tak mohlo dojít ke zkreslení informace filtrací signálu vzhledem 
k momentálnímu zvýšení šumu v obraze. Důvodů ovšem může být více jako například 
 45 
postupné opotřebování buněčného materiálu, celková špatná kondice buněčného materiálu 
vzniklá například převozem, uchováním, barvením a samozřejmě stimulací. 
 
 
 
Obrázek 29: Srovnání signálu s vyslanými impulzy, pro přehlednost je porovnávaná pouze 
náběžná hrana impulzu trvajícího 30 ms  
 
Obrázek 30 obsahuje detail z obr. 29, kde je zřetelné, že vyslaný impulz a změna 
intenzity záření spolu korelují. Křivka kopírující impulz reaguje rychlým zvýšením intenzity 
záření na náběžnou hranu impulzu a pozvolným návratem do nižší hladiny po vypnutí 
stimulu.  
 
 
Obrázek 30: Zvětšený úsek grafu 
 
Pro ověření reakcí buněčného materiálu na stimulaci byl různě upravován stimulační 
impulz. Obrázek 31 porovnává signál získaný z jedné z mnoha variant měření. Stimulace 
v tomto případě probíhala v sekundové smyčce, kdy impulz trval 50 ms a 10 ms ke stimulaci  
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nedocházelo. Stopáž videa je 6 s při vyhotovení 500 snímků. Snímkovací kmitočet je tedy 
83,3 Hz. První tři změny odpovídají vyslanému impulzu výborně. U dalších vln ale dochází 
ke zpožděné odezvě na vyslaný impulz. Důvodů může být několik. Například krátký interval 
mezi impulzy, kdy se buňka nestihne vrátit do klidového stavu a dojde tak ke zpožděné  
odezvě na stimulaci. Případně mohlo dojít k náhlému zvýšení šumu v obraze a tím pádem 
po filtraci došlo k deformaci informace. Příčinou může být i horší životaschopnost buňky, 
která je impulzy vysokými 30 V značně atakována, zvláště při déletrvajícím měření. 
Odezva buněčného materiálu na stimulaci je tedy ověřena na několika typech impulzů 
a tento předpoklad lze považovat za ověřený. 
 
 
Obrázek 31: Filtrovaný signál v komparaci s grafem vysílaného 50 ms trvajícího impulzu při délce série 
500 snímků a snímkovací frekvenci 83 Hz 
 
 
11. 3 Předpoklad změny intenzity záření mezi 6-10% 
 
Další hypotézou je změna intenzity záření mezi 6 - 10 %. K potvrzení tohoto jevu 
rozhodně nedošlo. Provedena byla četná měření na mnoha snímaných signálech z různých 
buněk a při rozmanitých délkách stimulačního impulzu pomocí odečítání hodnot z osy y 
v MATLABu. Procentuální změna odezvy na impulz se však pohybuje průměrně pouze 
kolem 0,5%, což je téměř zanedbatelná změna. K reakci na impulzy podle výše zmíněných a 
okomentovaných předpokladů dochází, pouze není tak výrazná. V této problematice by mohlo 
hrát roli stáří používaného barviva di-4-ANEPPS, jeho doba expirace, způsob uskladnění a 
manipulace s barvivem. Díky všem těmto nepříznivým vlivům mohlo dojít k poškození 
funkčnosti barviva a tím k omezené schopnosti reagovat na elektrické pole, či k omezené 
schopnosti inkorporace barviva do membrány buňky. Vzhledem ke stavu barviva došlo 
během měření i ke zvýšení koncentrace barviva ve vzorku z běžně používaných  3 μl na 5 μl, 
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ovšem kýžený efekt se nedostavil a výsledky měření nedošly zlepšení. Vyšších koncentrací 
využíváno nebylo vzhledem k toxicitě barviva. 
 
 
 
Obrázek 32: Procentuální vyhodnocení změn intenzity záření 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
12. Závěr 
 
Prvním úkolem této práce bylo teoretické uvedení do zadané problematiky měření 
membránového potenciálu pomocí potenciometrických barviv. Teoretická příprava obsahuje 
základy fyziologie buňky, seznámení s fluorescencí a fluorescenčním mikroskopem a přehled 
a rozdělení používaných potenciometrických barviv.  
Cíle praktické části této diplomové práce byly dva a proto budou závěry z každé části 
shrnuty zvlášť. Prvním cílem bylo navrhnout a sestavit měřicí aparaturu pro zadaný 
experiment. Možností jak tento problém vyřešit je více. Mezi základní otázky patřilo jak bude 
probíhat stimulace buněk, jak bude řešena akvizice kamery a především jak dojde 
k synchronizaci snímání kamery s vysílanými impulzy do vzorku. Ke stimulaci buněčného 
materiálu slouží měřicí karta propojená USB kabelem se stolním počítačem a ovládaná 
z prostředí LabVIEW pomocí vytvořeného virtuálního stimulátoru. Na cestě mezi měřicí 
kartou a výstupem do elektrod je přidaný zesilovač, protože sama měřicí karta není schopna 
vygenerovat dostatečně silný stimulační impulz. Akvizice kamery je řešena nejsnazší 
variantou a to ovládáním z programu SOLIS dodávaného k vysokorychlostní kameře. Jako 
poslední prvek byla řešena synchronizace nahrávání kamery se stimulačními impulzy. Tento 
problém nakonec řeší možnost externího spouštění snímání kamery pomocí SMB konektoru a 
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koaxiálního kabelu připojeného k měřicí kartě a rovněž ovládaného z prostředí LabVIEW. 
Vytvořený systém funguje spolehlivě a byl prověřen mnoha měřeními.  
Dalším cílem praktické části práce bylo experiment realizovat a vyhodnotit. 
K realizaci došlo mnohokrát, bohužel ne každé snažení přineslo plody. Výsledky měření 
ovlivňuje opravdu velké množství faktorů, které nelze vždy ovlivnit. Ať už je to fyziologický 
stav buněčného materiálu po převozu, po obarvení barvivem, po stimulaci, či stav barviva a 
dalších pomocných chemických látek, nebo možné momentální defekty na měřicím zařízení, 
elektrodách, zvýšení šumu v obraze, samozřejmě možná je i chyba lidského faktoru jako 
pohyb se vzorkem během měření, chybně zvolená filtrace či oblast zájmu vstupující do 
filtrace nebo špatné nastavení hodnot akvizice.  
Závěrem práce bylo získaná data zpracovat a vyhodnotit změny k čemuž došlo 
především v programovacím prostředí MATLAB. Byla provedena jednoduchá filtrace signálu 
a porovnání různých variant signálu, kdy byly měněny podmínky experimentu jako šířka 
stimulačního impulzu, koncentrace barviva, porovnávány odezvy snímané během stimulace a 
bez stimulace. Výsledky experimentu jsou tedy prokazatelné, ke změně signálu snímaného 
před stimualcí a po stimulaci dochází, změny intenzity záření víceméně odpovídají stimulaci. 
Nepřesnosti je možné přičítat šumu obrazu, nebo kolísání intenzity záření ve vzorku, ovšem 
odezva na impulzy je desetinásobně nižší než byl předpoklad. Původce této nedostatečné 
odezvy na stimulaci je nejspíš barvivo di-4-ANEPPS, s kterým nebylo vždy nakládáno zcela 
správně a které bylo po době expirace. Proto se mohlo omezeně integrovat do buněčné 
membrány a odezva na stimulaci tudíž nebyla tak silná. Další možnou chybou mohla být 
nízká koncentrace barviva. Dle studované literatury při experimentech nebyla použita vyšší 
koncentrace než 5 μl barviva na 1 ml vzorku. Vzhledem ke stavu barviva však nemusela tato 
koncentrace dostačovat. Dalším možným problémem mohl být funkční stav buněčného 
materiálu a celková viabilita buněk. Převoz buněk, teplotní rozdíly, barvení toxickým 
barvivem, ozařování fluorescenčním světlem, stimulace 30 V, atd. mohlo zapříčinit, že 
k odezvě na stimulaci docházelo jen  v omezené míře. V této problematice nedostatečné 
odezvy na stimuly technické provedení měření dle mého nemělo vliv. Cílů práce bylo 
dosaženo. 
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Příloha 1: Zdrojový kód 
 
clear all  
close all 
clc 
  
mov = aviread('2.avi');             % prevede avi do formatu matlabu 
[neco cas_t]=size(mov);             % velikost videa, určení času videa 
im=zeros(128,128,cas_t);            % předdefinování proměnné im (128x128) 
velikost rámečku a čas 
soucet=zeros(1,cas_t);              % předdefinování proměnné soucet 
cas_osa=1:cas_t;                    % předdefinování časové osy 
  
vyber_masky=frame2im(mov(1));       % první snímek videa 
maska_BW=roipoly(vyber_masky);      % vyber hranic oblasti zajmu 
close 1                             % zavření Figure 1 
  
for k1=1:cas_t 
    im(:,:,k1)=frame2im(mov(k1));       % prevede frame (video dat) do matice 
     
    im(:,:,k1)=medfilt2(im(:,:,k1));    % medianová filtrace k1-tého obrázku  
     
    im(:,:,k1)=im(:,:,k1)*maska_BW;     % vynasobení k1-tého snímku a 
maskou_BW (oblast zájmu) 
    pom=reshape(im(:,:,k1),1,[]);       % převedení aktuálního snímku do 
vektoru (proměnná pom) 
    s=ismember(pom,0);                  % zji?tění kde v pom jsou nuly a kde 
ne 
    bez_nul=pom(s==0);                  % vyřazení z pom pozice, které jsou 
nulové  
    soucet(k1)=mean(bez_nul);           % průměr vybrané oblasti v k1-tém okně 
end 
  
% smooth 
okno_smooth=30;                                         % stanovení délky okna 
pro smooth filtraci 
filtrace_1_smooth=smooth(soucet, okno_smooth, 'moving');% smooth filtrace  
  
% median 
okno_median=15;                                         % stanovení délky okna 
pro medianovou filtraci 
vystup=medfilt1(filtrace_1_smooth, okno_median);        % medianová filtrace 
výstupních hodnot 
  
% vykreslení  
figure,                                                 % vytvoření okna 
figure 
subplot(2,1,1)  
plot(cas_osa,soucet,'color',[0 0 1])                    % vykreslení křivky  
title('Zavislost jasu vybrane oblasti na case')         % nadpis grafu 
xlabel('Snimky [-]')                                  % popis osy x 
ylabel('Intenzita [-]')                                 % popis osy y 
legend('Zasumeny signal') 
subplot(2,1,2) 
plot(cas_osa,vystup,'color',[1 0 0])                    % vykreslení křivky 
title('Zavislost jasu vybrane oblasti na case')         % nadpis grafu 
xlabel('Snimky [-]')                                  % popis osy x 
ylabel('Intenzita [-]')                                 % popis osy y 
legend('Vyfiltrovany signal') 
  
  
 
 
